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DE PROPHYLAXIE DE LA TUBERCULOSE BOVINE 


par A. CALMETTE et C. GUERIN. 


Daus une série de mémoires publiés successivement depuis 
vingt années (1), nous avons établi un certain nombre de faits 
qui nous font mieux comprendre, que cela n’avait été jusqu’alors 
possible, le mécanisme de l’infection bacillaire et les condi- 
tions & remplir pour conférer aux organismes sensibles la 
résistance aux contaminations naturelles ou artificiellement 
provoquées. 

Rappelons quelques-uns des plus importants. 

En aott 1906 et juillet 1907, dans ces Annales, nous avons 
montré que les réinfections multiples ou les infections uniques 
massives déterminent sirement |’évolution d’une tuberculose 
~mortelle chez les bovidés, alors que la maladie produite par 
une contamination wnique guérit habituellement si l’animal est 
tenu 4 l’abri des contagions accidentelles. 

Dés cette 6poque, nos recherches apportaient la preuve que 


(1) Ces Annales, 1905, 1906, 1907, 1908, 1913, 1914, 1920. 
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les animaux, ainsi guéris au point de ne plus réagir a la tuber- 
culine, ne sont plus susceptibles, au moins pendant un certain 
temps, d'étre réinfectés, méme avec des doses de bacilles viru- 
lents capables de donner aux témoins une tuberculose granu- 
lique aigué mortelle en quelques semaines. 

Ainsi, écrivions-nous, « nous sommes naturellement conduits 
4 orienter nos recherches vers l’obtention de l’immunité vacci- 
nale contre la tuberculose en introduisant dans le systéme 
lymphatique de lorganisme, par les voies normales d’infection, 
c’est-a-dire par le tube digestif, des bacilles tuberculeux atté- 
nués, modifiés ou privés de virulence (1) ». 

Dans le méme temps, H. Vallée, étudiant avec H. Rossi- 
gnol (2) les elfets de la méthode de vaccination antituberculcuse 
qu’avait proposée Behring, constatait, dans une expérience, 
qu’« une premiére atteinle bénigne et guérie de tuberculose 
confére & l’organisme une résistance marquée, quoique incom- 
plete, a une réinfection grave ». 

Les expériences de Romer (3), postérieures aux nétres et faites 
sur des moutons et des cobayes, arrivaient aux mémes conclu- 
sions. 

Plus tard (4), nous avons montré que la tolérance de lorga- 
nisme vis-a-vis d'une infection ou de réinfections tuberculeuses 
est fonction de la présence, dans cet organisme, de bacilles 
vivants, virulents ou non, et qwon. peut conférer artificielle- 
ment cette tolérance aux jeunes bovidés-en introduisant dans 
la circulation sanguine de ces animaux une dose convenable 
de notre bacille bovin dit « bilié », non virulent et. non. tuber- 
culigéne, mais encore doué d'une certaine toxicité et. capable 
de provoquer la formation d’anticorps. 

Ce bacille « bilié » est assez connu pour. qu’il ne soit. pas 
nécessaire d’insister sur ses caractéres acquis. Rappelons seu- 
lement qwil a pour origine une souche trés virulente bovine, 
dite « dat de Nocard », transplantée pour la premiére fois sur 
pomme de terre cuite dans la bile de beeuf glycérinée a 5)p. 100 


(1) Ces Annales, aott 1906, p. 623. 


(2) Bull. de la Soc. de Med, vétér. pral. Rapport sur les expériences de Meltn 
44 mars, 1906. . 


(3) Sitsungsber. d. ertzl. Vereins zu Marburg, 19 mai et 22 juillet 1908; 
24 mai 1909. 2 


(4) Ces Annales, février 1913, avril 1914; septembre 1920. 
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le 8 janvier 1908, et réensemencée depuis, environ tous les 
quinze jours, sur ce méme milieu (1). 

Apres quatre ans, notre bacille n’était plus virulent pour le 
beuf. I] l’était encore pour le cheval. 

Apres treize ans de cultures successives sur pommes de terre 
biliées (5 janvier 4921 : 230° passage), i/ étaet compléetement 
privé de virulence, méme a fortes doses, pour toutes les especes 
animales. Il était devenu incapable de provoquer la formation 
de tubercules par inoculation intraveineuse, intrapéritonéale ou 
sous-cutanée, et aussi par ingestion. 

A cette derniére date, dans le but de fixer définilivement ses 
précieuses qualités, nous l’avons reporté et conservé désormais 
sur pomme de terre glycérinée ordinaire. 

Dés la premiére culture, qui fut abondante, nous avons vu 
réapparailre l’aspect et l’odeur connus des cultures de tuber- 
culose, bien qu’au toucher a la spatule les bacilles soient moins 
secs, plus onctueux, plus faciles & étaler. Immédiatement aussi, 
la culture s’est accompagnée de production de tuberculine, 
qualité qu'elle paraissait avoir perdue dans les milieux en pré- 
sence de bile. Nous avons fait une concentration glycérinée de 
cette tuberculine : elle se comporte, vis-a-vis des bovidés tuber- 
culeux, comme la meilleure tuberculine provenant de bacilles 
virulents. 

Tous les cing passages sur pomme de terre glycérinée ordi- 
naire laculture était inoculée aux doses de 1 410 milliigrammes 
sous la peau de cobayes. Les doses supérieures & 3 milli- 
erammes déterminaient un petit abces guérissant spontanément 
et qui n’était accompagné d’aucun engorgement du ganglion 
inguinal correspondant. Aucun de nos animaux nest devenu 
tuberculeux et nous n’avons jamais réussi, par des réinocula- 
tions successives, a@ restituer a notre bacille des propriétés tuber- 
culigenes. 


(1) Le but que nous poursuivions en cultivant en séries ininterrompues le 
bacille tuberculeux en présence de bile de boeuf était de modifier héréditai- 
rement la constitution physico-chimique du bacille en Yentrainant a se déve- 
lopper dans un milieu extrémement alcalin et particuligrement riche en 
lipoides (cholestérine 0 gr. 410 400 (orto ep: 1.000; lécithines et savons 
neutres 0 gr. 690 41 gr. 317 p. 1.000). Nous espérions rendre ainsi les enve- 
loppes et le protoplasma bacillaires plus aisément digestibles par les pha- 
gocytes, ou tout au moins plus tolérables par ces derniers. Les faits ont 
démontré que nous étions dans la bonne voie. 
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Nous sommes donc en possession d’une véritable race aviru- 
lente de bacille bovin. Ce bacille, quoique /oxique pour l’animal 
tuberculeux et producteur de tuberculine active, a perdu toute 
aptitude & eréer des tubercules. Il est complétement inolfensif 
pour toutes les especes animales, y compris le chimpanzé, et 
aussi pour l’homme, méme par injection intraveineuse a la dose 
de quarante millions de corps microbiens vivants ({ milli- 
eramme). 

Crest avec ce bacille, désigné désormais, pour la commodité 
du langage, par les initiales BCG, que nous avons effectué 
les expériences qui suivent et les inoculations préventives rap- 
portées plus loin. 


I. — Interprétation des réactions tuberculiniques 
chez les animaux vaccinés. 


A maintes reprises, au cours de nos précédentes recherches, 
notamment dans celles relatées dans notre mémoire de sep- 
tembre 1920 (1), nous avions été frappés de la rapidité avec 
laquelle cessaient de réagir a la tuberculine nos animaux vac- 
cinés par voie intraveineuse, alors méme que ceux -ci restaient 
parfailement tolérants (jusqu’au maximum de dix-huit mois) 
vis-a-vis des bacilles virulents, également introduits par voie 
intraveineuse, ou absorbés par cohabitation étroite et continue 
avec des bovidés tuberculeux. Nous pensions alors que cetle 
tolérance devait élre lige & la présence des bacilles avirulents 
dans lorganisme et qu'elle cessait lorsque l’élimination de ces 
bacilles par les voies normales d’excrétion (glande hépatique, 
intestin et glandes mammaires) élait achevée. 

Sil en était ainsi, on devail essayer de prolonger cette 
période d‘imprégnation vaccinale en introduisant les bacilles 
avirulents, non plus dans les veines, mais sows da peau, — pro- 
cédé d'ailleurs plus simple et plus pratique, moins aléatoire 
aussi que labsorption par les voies digeslives —, et en renou- 
velant linjection sous-cutanée tows les ans, par exemple, 
puisqu’elle parait inoffensive. 


(1) Ces Annales, 1920, p. 553. 


~ 
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C’est ce que nous avons tenté par l'expérience suivante : 

Expérience. — 16 génisses bretonnes agées de sept a huit 
mois, indemnes de tuberculose, sont divisées en deux lots: 
8 dentre eiles recoivent l'inoculation vaccinale dans les veines, 
les 8 autres la recoivent sous la peau du fanon. 

Les épreuves a la tuberculine sont pratiquées, pour lous les 
animaux de chaque lol, deux mois et six mois apres l’inocula- 
tion. Elles donnent les résultats que voici: 


Premier lot: Inoculation vaccinale pratiquée dans les veines. 


Tuberculinalion : 


APRES 2 MOIS APRES 6 MOIS 
Réaction positive , 3 0 
Réaction douteuse. . 4 ) 
4 8 


Réaction négative. 


Deuxiéme lot: Inoculation vaccinale pratiquée sous la peau 
du fanon. 


Tuberculinalion : 


APRES 2 MuIS APRES 6 MOIS 
IRCERKONKOVIN OXON KAS tag cr ayes ORs) ae aoe 8 5 
Réaction douteuse . . eee 0 3 
ENCACIVONMMeC MAUL Vici se) ite csi enet eylcaes = 0 0 


La constatalion est nette: les animaux vaccinés par inocula- 
tion sous /a peau conservent la faculté de réagir posilivement 
& la tuberculine plus longtemps que les animaux vaccinés dans 
les veines. 

Nous avons de multiples raisons d’admettre que celte persis- 
tance de Ja sensibilité & Ja tuberculine est corrélative de la vie 
symbiotique du hacille tuberculeux avec les éléments cellu- 
laires, non point fixes, mais fives. 

De cette vie symbiolique résulte, comme l'un de nous I’a 
écrit ailleurs (1), un complexe cellulaire analogue au lichen, qui 
est le produit de la symbiose d'une alque et dun champignon. 

-Lorsque ce complexe est réalisé, et tant qu’il subsiste, tant 
qu il échappe aux actions défensives phagocytaires, l’organisme 
dont il est le parasile réagit d'une fagon caractéristique vis-a- 
vis de nouveaux apports de luberculine ou de bacilles: c'est ce 


(1) A. Catuertre. L’infection bacillaire et la tuberculose, Masson, édit., 2° édi- 
lion, Paris, p. 108. 
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que nous appelons le « phénoméne de Koeh », parce que son 


observation a conduit Robert Koch & la découverte de la tuber-_ 


culine. 

Il apparait done que Ja résistance aux infections ou aux 
réinfections tuberculeuses — résistance naturelle ou artificiel- 
lement provoquée — doive se traduire, comme | infection elle- 
méme, par la sensibilité & la tuberculine. 

Par suite, la réaction tuberculinique positive ne peut plus 
étre considérée comme un critérium d’infection. Elle est bien 
plutot, chez les bovidés, comme chez homme, un critérium 
dimmunité. Elle révéle seulement l’existence, quelque part 
dans l’organisme qui réagit, d’un foyer actif ou latent, récent 
ou ancien, de vie symbiotique d'un bacille, virulent ou non 
virulent, avec quelque cellule lymphatique, macrophage ou 
cellule géante. 

De ce fait, elle perd définitivement, sinon tout intérét, du 
moins toute importance diagnostique, puisque le jour ot tous 
les sujets, hommes ou animaux sensibles a la tuberculose, 
seront,.dans un but de prophylaxie, artificiellement impré- 
enés de bacilles avirulents, ils réagiront de la méme maniére 
que les sujets infectés. 


Il. — Sort des bacilles-vaccins introduits sous la peau. 


Si l'on injecte & un bovidé indemne de tuberculose, sous la 
peau du fanon, une dose faible de bacilles-vaccins, telle que 
2 milligr. 5, on nobserve aucune réaction locale autour du 
point inoculé et, & aucun moment dans la suite, animal ne 
réagit a l’épreuve de la tuberculine. Cette dose est insuffisante 
pour lui conférer une résistance appréciable & Vinfection ulté- 
rieure par injection intraveineuse de bacilles virulents. 

Par contre, si la quantilé de bacilles-vaccins injectée est plus 
considérable, de 50 4100 milligrammes, il se produit presque 
immédiatement une lésion locale sur l’évolution et la persis- 


tance de laquelle nous reviendrons plus loin en relatant nos 


expériences de vaccination. 


Cetle lésion n’a aucune tendance & suppurer et elle finit le 
plus souvent par disparaitre sans laisser de traces. 


Se A ee 
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Pourtantune génisse, qui avait ainsi recu dans le fanon 
50 milligrammes de bacilles-vaccins et qui, dix mois plus tard, 
fournit une intradermo-réaction positive, conservait autour du 
point inoculé ‘une Iésion d’allure kystique, grosse comme un 
ceuf de pigeon, légerement fluctuante et flottant librement dans 
le tissu cellulaire conjonctif. Une ponction a la seringue, apres 
rasage de la peau, permit d’en retirer environ 1c.c. 1/2 de 
liquide séreux, faiblement opalescent, ne renfermant aucun 
leucocyte, mais riche en bacilles granuleux imparfaitement 
colorables au Ziehl. Une partie de ce liquide servit a ensemen- 
cer 43 tubes de milieu de Petroff. L’autre fut diluée dans 2 cent. 
cubes d'eau stérile et imoculée sous la peau de la cuisse & 
quatre cobayes. Aucun des ‘tubes n’a donné de culture et les 
quatre cobayes sont restés indemnes de toute lésion locale ou 
ganglionnaire. Sacrifiés trois mois plus tard, ils furent trouvés 
parfaitement sains. 

On ne peut en conclure que les bacilles-vaccins étaient 
morts, mais ils élaient & tout le moins assez dégradés pour 
avoir perdu leur vitalité. 

Retenons pour Vinstant que cette inoculation massive de 
bacilles-vaccins est immédiatement, et reste ultéricurement inof - 
fensive. 

Il nous a paru intéressant de rechercher si des bacilles 
tuberculeux virulents, placés dans les mémes conditions, 
c’est-a-dire soustraits a l’action directe des leucocytes, subis- 
salient laméme dégradation. 

Nous savons déja que de tels bacilles, enfermés dans des sacs 
de collodion dont l’étanchéité doit étre absolue, et placés dans 
le péritoine de lapins, non seulement ne se multiplient pas, 
mais cessent aprés quelques mois d’étre inoculables. Pour réa- 
liser l’'expérience chez le buf, nous avens chargé, sous le 
vide, des dclles de pierre ponce de 10 millimétres de diamétre, 
dune émulsion concentrée de bacilles boyins virulents. La 
charge retenue par une bille était de 2 milligr. 5 de bacilles. 

Apres incision de la peau du fanon d’un bovidé neuf et dila- 
cération du tissu conjonctif sous-cutané a laide de Ja canule 
d’un gros trocart, une bille ainsi chargée a été refoulée profon- 
dément sous la peau, par la lumivre de la canule. La plaie opé- 
ratoire, scellée par des agrafes de Michel, s'est cicatrisée par 
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premiére intention. On percevail facilement le corps éltranger 
mobile dans le tissu conjonctif et, autour de lui, une faible 
réaction cellulaire. 

A aucun moment, c’est-a-dire apres un, trois el six mois, 
Vanimal n’a réagi & la tuberculine. 

Six mois aprés l’insertion de la bille, celle-ci fut enlevée tres 
aisément par une incision simple & son niveau. Elle n’était 
relenue que par quelques faibles adhérences conjonctives. Une 
coque continue, d’apeine 1 millimetre d’épaisseur, l’entourait, 
exactement appliquée & sa surface, sans interposition de 
liquide. Le raclage de la face interne de cette capsule ne mon- 
trait aucun leucocyte. La bille fut écrasée et triturée au mortier 
d'agate dans 5 cent. cubes d’eau physiologique. Le produit de 
celte trituralion montrait au microscope un nombre considé- 
rable de bacilles dont beaucoup étaient granuleux, mais faciles 
4 colorer par le Ziehl. Injecté sous la peau de quatre cobayes, 
il laissa ces animaux indemnes. 

Quant au bovidé porteur de cette bille, il fut inoculé, le jour 
méme de l’enlévement de celle-ci, avec 5 mlligrammes de 
bacilles virulents, par yoie intraveineuse. Il suecomba cin- 
quante-huit jours aprés & une granulie pulmonaire aigué, 
nayant, par conséquent, acquis aucune résistance. 

C’est donc que, dans les conditions de cette expérience, 
aucune symbiose ne s‘était établie entre les bacilles et les cel- 
lules, de sorte que le « phénoméne de Koch », traduisant la 
résistance aux réinfections, ne pouvait pas se manifester. 

Nous avons pu constater d’ailleurs que, méme chez le 
cobaye, la mise en évidence de ce « phénoméne » est corréla- 
tive de la dose de bacilles de réinfection : 


Expérience : Quatre cobayes recoivent sous la peau de la cuisse droite 
0 milligr. 4 de bacilles virulents (pesés 4 l'état frais). Dix-huit jours plus tard, 
alors que la lésion locale évolue, ils regoivent, en méme temps que quatre 
{émoins, sous la peau de la cuisse gauche, 0 milligr. 02 des mémes bacilles. 
Trente jours aprés cette inoculation, alors que les témoins présentent tous 
le ganglion inguinal caractéristique, dur et mobile, aucun des quatre cobayes 
réinfectés avec cette faible dose n’a présenté de lésion locale nécrotique. La 
peau, autour du point inoculé, reste souple, sans trace d’infiltration sous- 
jacente, et les ganglions inguinaux sont imperceptibles. 


Dans de pareilles conditions, les bacilles de réinfection sont 
done fort bien tolérés, . 
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Par contre, sila dose de bacilles réinjectés est sensiblement 
égale ou plus grande que celle qui a réalisé la premiere infec- 
tion, Vorganisme tuberculeux ne les supporte pas. Il s’en 
débarrasse parla formation rapide d’un abces qui se vide bientot 
a Pextérieur, puis se cicatrise. C’est alors le phénomene de 
Koch typique, tel qu’on l’observe chez les bovidés réagissant & 
la tuberculine auxquels on injecte, sous la peau, une forte dose 
de bacilles méme peu virulents. 

Il arrive sans doute souvent que des bovidés réagissant & la 
tuberculine, spontanément contaminés, offrent une résistance 
cousidérable aux réinfections, méme massives. Nous en trouvons 
un remarquable exemple dans l’expérience que voici : 


Expértence: En 1922, nous possédions une génisse de quatre ans en excel- 
lent état d’embonpoint, qui réagissait depuis deux ans a ]’épreuve tuberculi- 
nique renouvelée tous les six mois et que nous avions maintenue pendant 
tout ce long délai complétement isolée de toute contamination de voisinage. 

La guérison spontanée ne s’éltant donc pas produite, nous lui inoculons, 
dans la veine jugulaire, 5 milligrammes de bacilles bovins virulents, dose 
qui produit constamment une tuberculose aigué mortelle dans le délai maxi- 
mum de soixante jours. 

Dés la neuviéme heure apres linoculation, Ja température monte a 41° et 
Vanimal est pris de tremblements avec violents accés de toux. La fiévre reste 
élevée pendant six jours, mais diminue peu a peu, et Lout rentre dans lordre. 
L’appétit et ’embonpoint se maintiennent. Quatre mois apres, la génisse 
est abattue. On trouve, a l’autopsie, 7 nodules tuberculeux gros comme des 
grains de millet, dans un ganglion trachéo-bronchique, et un tubercule caséo- 
calcaire, de la grosseur d’un grain de chéneyis, a l’extrémité antérieure du 
poumon droit. 

Les organes de la cavité splanchnique sont indemnes. On préléve avec des 
instruments ¢tériles un des ganglions mésojéjunaux, un des ganglions en 
bordure de l’artére colique, le ganglion de la valvule iléo-ceecale et un gan- 
glion hépatique. Tous ces ganglions, d’aspect et de volume normaux, sont 
triturés séparément et leur suc exprimé et injecté sous la peau de 16 cobayes 
(4 pour chaque ganglion). Un mois aprés, tous ces cobayes sans exception 
sont porteurs de l’adénite spécifique el la moilié d’entre eux ont des lésions 
dinoculation suppurées. 


ll est évident que, chez notre génisse, ce sont les petits tuber- 
cules de son ganglion trachéo-bronchique et de son poumon 
‘droit qui la sensibilisaient a la tuberculine, et il est fort pro- 
hable que ce sont les bacilles de réinfection, si aisément tolérés 
par elle, que nous avons retrouyés dans les ganglions, en appa- 
rence sains, de sa cavité splanchnique. Mais, ce que nous 
voulons surtout retenir de cette observation, c’est que notre 
eénisse, atteinte de Iésions bénignes de tuberculose depuis 
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plus de deux ans, s’est montrée capable de supporter, sans que 
sa maladie soit aggravée, une réinfection artificielle par plus de 
deux cents millions de bacilles de grande virulence. 


Ill. — Expériences de vaccination 
des bovidés par inoculation sous-cutanée massive de BCG. 


L’examen critique des faits qui précédent, ainsi que les résul- 
tats des multiples essais réalisés par nous, et dont il serait trop 
long de relater tous les détails, nous ayant montré les avan- 
tages manifestes de la vaccination par vole sous-culanée en un 
temps, par une dose massive de notre bacille avirulent, non 
tuberculigene (BCG), nous avons entrepris la série d’expé- 
riences que Voici : 

Protocole. — Vingt génisses bretonnes de sept a huit mois, 
mdemmnes de tuberculose, sont réparties en deux lots. 

Douze sont vaccinées et Awif, mainlenues dans les mémes 
conditions, servent de témoins. 

Les douze génisses du premier lot, numérotées de 1 a 12, sont 
divisées en 6 groupes de deux animaux (1-2, 3-4, 5-6, etc.). 
Ghaque groupe occupe un box isolé du suivant. 

Les numéros impairs recoivent, dans la profondeur du tissu 
conjonctif du fanon, une seule inoculation de 100 malligrammes 
de BCG émulsionnés dans 10 cent. cubes d’eau physiologique. 

Les numéros pairs sont inoculés de la méme maniére, mais 
avec 50 milligrammes de BCG dans 10 cent. cubes d’eau phy- 
siologique. 

Nous décidons qu'un témoin sera affecté & chacun de ces 
Six groupes et que l’inoculation virulente d’épreuve sera faite 
aux animaux de chacun de ces groupes, respeclivement un, 
trois, six, douze, quinze et dix-huit mois aprés la vaccination, 
enméme temps gua son témoin. 


A. — RacTioN DES ANIMAUX A L'INOCULATION VACCINALE. 
Elle fut la méme avec 50 et 100 milligrammes. 


a) Riaction Locate. — Vingt-quatre heures apres l’inocu- 
lation on constate, dans le tissu conjonctif, l’existence d'une 


ee eS Le ee ee 


VACCINATION ANTITUBERCULEUSE DES BUVIDES 381 


masse cedémateuse molle, grosse comme une noix ou un wut 
de poule. Les jours suivants, cetle masse se densifie, devient 
dure. lisse, mobile. Chez quelques animaux (2 sur 12), un 
edéme de nouvelle formation réapparait du treizidéme au dix- 
huiliéme jour et semble empater la petite tumeur; puis tout 
rentre dans l’ordre. Cette lésion n’a aucune tendance & sup- 
purer. 

Un de nos vaccinés (n° 10) mort vingt-cing jours apres l’ino- 
culation, de gastrite ulcéreuse, nous a permis d’étudier la 
structure de la tumeur & ce moment. C’était une masse dure 
comme du caoutchouc, longue de 5 centimetres, épaisse de 2, 
formée de tissu fibreux, lardacé, emprisonnant des ilots de 
nécrose de couleur jaune d’or mat, ressemblant 4 s’y méprendre 
a de vieilles lésions tuberculeuses d’un ganglion. Ces ilots sont 
entourés chacun d'une coque résistante dont le contenu, qui 
s’énuclée facilement, contient un nombre considérable de corps 
bacillaires assez mal colorables. 

La Iésion vaccinale, ainsi constituée sous la peau, diminue 
lentement de volume. Elle reste perceptible au sixiéme mois et 
tend a disparaitre du dixiéme au dix-huitiéme. Elle est toujours 


indolore. 


6) Reaction cinérate. — Laplupartde nos animaux (9 sur 12) 
n’ont présenté aucune élévation de température, aucun trouble 
de la santé ni de l’appétit. Chez 25 p. 100 d’entre eux (3 sur 12), 
nous avons constaté, du quinziéme au dix-huitiéme jour, une 
poussée fébrile assez forte (de 38°6 & 4£0°5) s’'accompagnant de 
tristesse et d’anorexie. La fiévre dure ¢ing ou six jours, puis 
disparait et l’état général redevient excellent (fig. 1). Cette 
hyperthermie tardive rappelle exactement ce que nous consta- 
tions lors de nos essais de vaccination par voile intravei- 
neuse (1). Elle résulte sans doule d'une septicémie bacillaire 
consécutive au passage d’un plus ou moins grand nombre de 
corps microbiens dans la circulation sanguine, 


c) Reaction Tusercutmique. — Nous avons jugé préférable 
dene pas soumettre nos animaux vaccinés a des épreuves pério- 


(1) Ces Annales, février 1913. 
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diques de tuberculine par voie sous-cutanée, afin de ne pas 
modifier leur état de résistance ou de sensibilisation par une 
accoutumance intempestive. L’intradermo-réaction n’ayant pas 
le méme inconvénient, nous l'avons exclusivement pratiquée. 

Cette réaction reste positive tant que persiste la lésion vacci- 
nale du tissu conjonctif, du moins tant que celle-ci demeure 
nelttement perceptible au toucher. Elle ne devint négalive 


Dates 


Fie. 4. 


qua partir du sixiéme mois chez 2 animaux sur 7 (29 p. 100). 
Au douziéme mois, un seul réagissait posilivement. 


NX 
B. — R&action DES TEMOINS A L'INOCULATION D’ EPREUVE. 


Nousavons utilisé pour nos inoculations d’épreuve un bacille 
bovin isolé directement par un de nous, dune lésion pleurale 
dabattoir, sur milieu de Pétrof, et dont 1/250 de milligramme 
tue le cobaye dans le délai moyen de quatre-vingt-dix jours 
aprés injection sous la peau. 

La dose employée pour les bovidés a été uniformément de 
5 milligrammes (pesés a l'état frais) moculés dans la veine 
jugulaire. 

Chez nos bovidés témoims, Pinoculation d’épreuve n'a jamais 
été survie d'une réaction thermique immédiate. Ce n'est qu’apres 
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une période d’incubation de treize & quinze jours qu’on voit 
bratalement se manifester une violente hyperthermie (2°) en 


méme temps que l'état général devient moins bon. La tempé- 
rature reste élevée, la toux est fréquente, le nombre des mou- 
vements respiratoires augmente jusqu’a 80 et plus. La mort 


survient du trentiéme au quarante-cinquiéme jour (fig. 2). Elle 
est déterminée par une granulie pulmonaire massive. 
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Quelques témoins, par exception, ont fait une élévation de 
température plus précoce, du quatriéme au sixiéme jour (40°), 
pendant au maximum trois jours; puis tout rentre dans lordre 
jusqu’au treizidme ou quinzieme jour, délai aprés lequel l’ascen- 
sion thermique ordinaire débute (fig. 3). Mais, chez ces animaux, 
Te tableau clinique change. Aprés une hyperthermie qui dure 
huit & douze jours, avec tendance quotidienne & la baisse, 
l'état général semble s’améliorer ; la respiration est plus facile, 
la température redevient presque normale. Toutefois, les accés 
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de toux persistent et les lésions de tuberculose miliaire évo- 
luent, ne provoquant la mort qu’aprés plusieurs mois. Cepen- 
dant elles sont toujours largement constituées dés la fin du 
deuxiéme mois. 

La réaction thermique halive, ainsi observée chez quelques 
animaux neufs aprés linoculation virulente intraveineuse, nous 
parait traduire un état particulier de résistance dont la cause 
nous échappe. Peul-étre est-il di & une trés minime infection 
hacillaire préexistante, que la tuberculine n’a pas révélée, 


C. — Réaction DES VACCINES A LINOCULATION D’EPREUVE. 


Chez les bovidés vaccinés, inoculation dépreuve est toujours 
suivie immédialement dune violente réaction thermique (40°3- 


_ 


ie eke tk Wee a, 
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41°) dont lemaximum est constaté de neuf & donze heures apres 
Vinjeclion intraveineuse des bacilles virulents (fig. 4). Quelque- 


35°) 


Dates [23 


ANIMAL_- 


7. 420)” 


350 


Dates 


fois cette réaction disparait trés vite, ou bien elle persiste de 
{rois & six jours en s’effacant graduellement (fig. 5); le plus 
souvent, au bout de vingt-quatre heures tout est rentré dans 
Vordre et, 8 aucun moment dans la suite, la santé des animaux 
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ne sera troublée. Rien ne pourra laisser soupconner |’épreuve 
extrémement sévére quwils ont subie. 

Cette réaction brutale, immédiate, est constanle méme chez 
les vaccinés qui, quelques jours avant l’épreuve virulente, ont 
une intradermo négative. Elle est certainement de nature 
tuberculinique et en voici la preuve : 

Expénmence. — Trente-six heures avant Vinoculation virulente, chez un 
vacciné, nous injectons sous la peau 3 cent. cubes de tuberculine diluée. 
La réaction thermique se développe de la dixiéme 4 la quinziéme heure apres 
linjection. Vingt-quatre heures plus tard, nous faisons Vinoculation d’épreuve 
avec les bacilles virulents. Celle-ci n’est suivie d’aucune hyperthermie, ainsi 
que le montre la figure 6. C’est exactement ce que l’on observe chez les 
bovidés tuberculeux qui réagissent fortement 4 une premiére tuberculination 
et qui ne réagissent plus si on leur réinjecte la méme dose de tuberculine 
deux ou trois jours apres. 


D. — Ré&sULrats DES EXPERIENCES POUR CHAQUE GROUPE 
DE BOVIDES VACCINES. 


Groupe I. — Vaccinés n* 1 et 2. — Témoin n° 13. 


Les deux vaccinés sont éprouvés en méme temps que le 
témoin, wn mos apres la vaccination. 

Le temoin 13 est sacrifié, trés amaigri, soixanie jours apres 
l’épreuve. Son autopsie montre une tuberculose miliaire des 
poumons avec des tubercules & tous les stades, depuis la téte 
d’épingle jusqu’au grain de chénevis caséeux. 

Le vacciné n° 2est éprouvé, bien qwil ait, de temps en temps, 
des acces de toux résullant de ce qu’il était alteint de bronchite 
vermineuse. Il émettait un jetage muco-purulent contenant 
des embryons de strongles. Nous avons essayé sans succes 
de le traiter par des injections phéniquées, intratrachéales. 
L’animal se cachectisa de plus en plus et succomba cing mois 
et sept jours aprés l’inoculation d’épreuve. 

Son autopsie, hormis les désordres causés par les parasites, 
ne permit pas de déceler la moindre lésion tuberculeuse. Le 
ganglion prétrachéo-bronchique gauche est prélevé, trituré, 
exprimé, et le produit inoculé sous la peau de quatre cobayes. 
Trente jours plus tard, les quatre cobayes sont porteurs de 
ladénite spécifique. 

Cette observation lire un intérét particulier de ce fait quil 
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sagit d'un animal chez lequel, malgré son état complet de 
déchéance ayant abouti a la mort par cachexie, la protection 
vaccinale a tout de méme empéché 1|’évolution de la tubercu- 
lose virulente. 

Le vacciné n° 1, resté en parfait état, est abattu douse mois 
apres l’épreuve. Il est completement indemne de tuberculose. 
Le ganglion prétrachéo-bronchique gauche est prélevé, trituré, 
exprimé, et le produit inoculé sous la peau de quatre cobayes. 

Quarante-cing jours aprés, les quatre cobayes, qui ne pré- 
sentent aucune adénite, sont sacrifiés. L’examen le plus minu- 
tieux ne révéle chez eux aucune lésion tuberculeuse. Nous 
reviendrons tout & lheure sur ce fait, auquel nous attachons 
une grande importance. 


Groupe II. — Vaccinés n* 3 et 4. — Témoin n° 14. 


Les deux vaccinés sont éprouvés, en méme temps que le 
lémoin, trois mois apres la vaccination. 

Le témoin n° {4 meurt quarante-quatre jours aprés l'inocu- 
lation: granulie pulmonaire massive. 

Les vaccinés 3 et 4, en excellent état, sont abattus onze mots 
apres (épreuve. Is sont indemnes de tuberculose. Leurs gan- 
glions prétrachéo-bronchiques gauches sont prélevés, triturés, 
exprimés, et les produits inoculés séparément sous la peau de 
quatre cobayes. Quarante-cing jours apres, les quatre cobayes 
inoculés avec le ganglion du vacciné n° 3 sont sacriliés et 
trouvés indemnes. Par contre, ceux inoculés avec le ganglion 
du vacciné n° 4 sont porteurs de l’adénite spécifique. 


Groupe Ill. — Vaccinés n* 5 et 6. — Témoin n° 15. 

Les deux vaccinés sont éprouvés, en méme temps que le 
témoin, siz mors aprés la vaccination. 

Le témoin 15, en trés mauyais état, incapable de se tenir 
debout, est sacrifié soixante jours aprés! inoculation d’épreuve. 
Tuberculose miliaire des deux poumons avec foyers d’hépati- 
sation. 

Les vaccinés 5 et 6, en excellent état d’embonpoint, sont 
abattus Awit mots apres Vépreuve. Ils sont trouvés indemnes de 
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tuberculose. Leurs ganglions trachéo-bronchiques gauches sont 
inoculés séparément sous la peau de quatre cobayes ; quarante- 
cing jours plus tard, les huit cobayes sont porteurs de l’adénite 


spécilique. 
Groupe IV. — Vaceinés n* 7 et 8. — Témoins 16 et 16 brs. 


Les deux vaccinés sont éprouvés, en méme temps que les 
témoins 16 et 16 d¢s, dowse mots aprés la vaccination. (En rai- 
son de ce long délai d’une année, nous avons cru nécessaire de 
prendre deux témoins. ) 

Le ¢émoin 16 meurt trente-deux jours aprés | inoculation : 
granulie pulmonaire massive. 

Le fémoin 16 bzs, réduit al’état de squelette, meurt cinquante- 
huit jours aprés l’inoculation : tuberculose miliaire suraigué. 

Les vaccinés 7 et 8, en excellent état, sont abattus frows mors 
apres U’épreuve. Ils sont trouvés indemnes de tuberculose. Leurs 
ganglions prétrachéo-bronchiques gauches sont inoculés sépa- 
rément sous la peau de quatre cobayes. Quarante-cing jours 
apres, les huit cobayes sont porteurs de l’adénite spécifique. 


Groupe V. — Vacciné n° 9. — Témoin n° 17. 


(Le vacciné n° 10 est mort tout au début de l’expérience, 
vingt-cing jours aprés la vaccination, de gastrite ulcéreuse.) 

Le vacciné n°’ 9 est éprouvé, en méme temps que son 
témoin 17, guinze mors aprés la vaccination. 

Le ¢émoin 17 meurt cinquante-quatre jours aprés Vinocula- 
tion : tuberculose miliaire aigué. 

Le vaceiné n° 9, en excellent état, est sacrifié pour la hou- 
cherie deux mois apres ?'épreuve. Son autopsie, faite en pré- 
sence de M. Bossut, vétérinaire-directeur de l’abattoir de Lille, 
ne permet de déceler aucune trace de tuberculose, bien que ses 
ganglions bronchiques et médiastinaux paraissent un peu 
volumineux et succulents 4 la coupe. 


Groupe VI. — Vaccines n* 11 et 12. — Témoin n° 18. 


Les deux vaccinés sont éprouvés, en méme temps que le 
(émoin, diz-huit mois apres la vaccination. 
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Le témoin 18 meurt quarante-deux jours apres l’inoculation : 
granulie pulmonaire massive. 

Apres l'inoculation d’épreuve, le vacciné n° 11 faitla réaction 
thermique immédiate que nous avons précédemment signalée, 
puis tout rentre dans l’ordre. 

Le vacciné n° 12 n’a pas fait cette réaction. Cesta peine si, 
dans les quatre jours qui ont suivi, sa température s’est élevée 
un peu au-dessus de la normale. Par contre, du treiziame.au 
dix-huitiéme jour, il fait une hyperthermie assez marquée 
(39°8), puis sa santé redevient parfaite. 

Ces deux vaccinés 11 et 12 sont,.en raison de leur excellent 
état d’embonpoint, abattus pour la boucherie dewx mois apres 
inoculation virulente. Leur autopsie a été faite & Vabattoir, en 
présence de M. Bossut. 

Le vacciné n° 11 est tout & fait:indemne de tuberculose. Ses 
ganelions bronchiques-et médias!inaux sont.un peu plus volu- 
mineux et plus mous que d’ordinaire. 

A Pouverture de la cavilé thoracique du vacciné n° 12, on con- 
state que les deux poumons sont incomplélement affaissés. Leur 
consistance est ferme. La coupe montre le tissu pulmonaire 
dense, scléreux, partout perméable, mais de teinte un peu 
pale. On n’y trouve aucune lésion tuberculeuse. Les ganglions 
bronchiques et médiastinaux, doublés de volume, sont fermes. 
Its:contiennent des ilots blanes, grisdtres, entourés d’une zone 
sanguinolente, presque hémorragique, sans follicules tubercu- 
feux visibles. 

Cette dernibre autopsie est intéressante & plus d'un titre. On 
ne peut mettre en doute que, chez cet animal, les lésions de 
sclérose ganglionnaire et pulmonaire ne solent la ‘conséquence 
de inoculation d’épreuve. Elles indiquent que ce vacciné 
depuis dix-huit mois est arrivé au délai-limite de sa tolérance 
vis-a-vis des germes virulents, bien que sa résistance soit 
encore |suffisante pour l’empécher de contracter une forme de 
tuberculose granulique aigué telle qu’en montre son témoin. 

Les observations de nos deux derniers vaccinés attestent en 
outre que, sila-persistance de Ja lésion vaccinale locale refléte 
en quelque sorte l'état de tolérance vis-a-vis des bacilles viru- 
lents, cet état de tolérance se prolonge manifestement deux et 
trois mois aprés que la lésion vaccinale locale s’est effacée. 


s 
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Revenons enfin sur une constatation faile sur deux de nos 
animaux des groupes | et II. 

Nous avons déja dit (1) que, chez les vaccinés par vote intra- 
veineuse, nous retrouvions les bacilles d’épreuve, vivants et 
virulents, dans les ganglions bronchiques, dowze et dix-hurt 
mois aprés Vinoculation. 

Or, chez nos animaux vaccinés par voie sous-cutanée, nous 
constatons que, douze mois apres l’épreuve chez l'un (n° 1), 
onze mois apres chez l’autre (n° 3), les ganglions bronchiques 
ne sont plus virulents. 

Quelle autre interprétation pourrait-on donner de ce fait si 
ce nest que la vaccination sous-cutanée massive confére aux 
animaux qui y sont soumis une plus grande aptitude a éliminer 
les bacilles virulents surajoulés, et, conséquemment, qu'elle 
est plus efficace (en méme temps que pius pratique) que ]’ino- 
culation vaccinale par voie intraveineuse? 


IV. — Principes d'une nouvelle prophylaxie 
de la tuberculose bovine, 
basée sur les résultats expérimentaux qui précédent. 


Les faits que nous avons rapportés ci-dessus démontrent, 
mieux encore que ceux exposés dans nos recherches antérieures, 
la possibilité de conférer aux jeunes boyins, pour une période 
de temps qui peut s’étendre a plus d’une année, une résistance 
manifeste & légard de V’infection tuberculeuse, alors méme 
que, de un & quinze mois aprés la vaccination, cette infection 
est réalisée de la maniére la plus grave, la plus constamment et 
rapidement mortelle, c’est-a-dire par vote intraveineuse, avec 
une dose massive de bacilles trés virulents. 

Ils apportent également la preuve de linnocuité parfaite de 
notre bacille-vaccin, Ce bacille a perdu toute aptitude & provo- 
quer la formation de tubercules. Il est, méme a doses fort 
élevées, inoffensif pour toutes les espéces animales. I] se com- 
porte dans les organescomme un véritable saprophyte, incapable 
de récupérer sur place sa virulence. Son élimination éven- 


(1) Ces Annales, février 1913. 
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tuelle, par le lait ou par Vintestin, n’offre aucun danger pour 
Vhomme ni pour les autres animaux domestliques ou sauvages. 
Sa dissémination dans les milieux extérieurs ne peut occa- 
sionner aucun dommage. 

Ce sont la de précieuses qualités que ne posséde aucun des 
bacilles humains, bovins, équins, aviaires, — tous, & des 
degrés divers, virulents et tuberculiggnes, — dont l'emploi 
comme vaccins a été proposé par quelques expérimentateurs 
(Behring, R. Koch et Schiitz, Th. Smith, Mac Fadyean, 
S. Arloing, H. Vallée) et dont la dispersion dans la nature 
n'est peut-étre pas dépourvue d’inconyénients. 

Chacun sait, en effet, que l’une des principales raisons qui 
ont fait écarter jusqu’ici l'emploi de ces bacilles comme « boyo- 
vaccins » par les éleveurs est la crainte, d’ailleurs fort justifiée, 
de répandre l’infection tuberculeuse parmi d’autres espéces 
animales, particuliérement chez !’homme (surtout chez!’enfant), 
et aussi chez le porc, ou encore chez les petits mammiferes 
rongeurs (rats, souris) et chez les oiseaux qui servent trop sou- 
vent de véhicules aux infections d’étables ou de basses-cours (1). 

Avec notre bacille BCG, rien de semblable ne peut élre 
redouté. Nous avons méme d’excellentes raisons de croire (et 
nous reviendrons ultérieurement sur ce sujet de capitale impor- 
tance) que sa large utilisation contribuera a raréfier la ¢wher- 
culose-maladie en généralisant, surtout chez les jeunes sujets, 
Lonfection latente par un bacille vivant, avirulent et non tuber- 
culigene. 

Pour nous, en effet, — nous l’avons affirmé et démontré 
dés 1906, — limmunité anlituberculeuse (ou si l’on préféere la 
résistance aux réinfections) est liée & la présence de quelques 
bacilles peu nombreux et peu virulents dans l’organisme. Tant 


(1) Les bacilles normaux, méme peu virulents, lués par le chauffage, par 
les antiseptiques (chlore, iode, formol, fluorure de sodium) ou par immersion 
prolongée dans la glycérine, dont l’emploi comme vaccin a été également 
tenté, sont, en général, assez bien tolérés. Nous avons pu constater par de 
nombreuses expériences, dont quelques-unes sont déja anciennes (ces 
Annales, avril 4914), que les jeunes bovins, auxquels on injecte de tels 
bacilles, acquiérent un faible degré de résistance aux infections virulentes 
d’épreuve, mais cette résistance fléchit trés vite et ne saurait étre comparée 
4 celle, beaucoup plus solide et relativement durable, que réalisent les bacilles 
vivanls. Il en est de méme pour les animaux sains auxquels on injecte pré- 
ventivement, dans la circulation veineuse, de la tuberculine 4 haute dose, 
des extraits bacillaires ou des émulsions de lipoides bacillaires. 


392 ANNALES DE L°INSTITUT PASTEUR 


que celui-ci resle ainsi parasité, sans que ce parasilisme 
entraine des désordres cellalaires'ou fonctionnels graves, les 
réinfections, — pourvu qu’elles ne soient ni: trop: {réquentes, 
ni massives, — n’auront sur lui d’autre effet! que d’accroitre sa 
sensibilisation’ (ow son intolérance) vis-a-vis des corps: miero- 
biens bacillaires quels'qu’ils soient, vivants ou morts, et’ vis-a- 
vis'de la tuberculine: 

Mais cette immunité cesse: dés que Ja symbiose initiale 
« vyaccinante » cesse elle-méme d’exister, soit que les bacilles 
vaccinunts aient été détruits par les processus normaux de 
digestion cellulaire, soit qu’ils aient été éliminés parles émonc- 
toires naturels des microbes (bile, intestin, glandes'’ mam- 
maires). Et alors les bacilles virulents de réinfection, sil en 
existe déj& qui soient restés intacts, ow s’il'en est introduit' de 
nouveaux dans un organisme dont l’immunité est ainsi éteinte, 
reprennent ou gardent toute leur valeur de bacilles pathogénes, 
telle qwils Pauraient: vis-a-vis d’un organisme vierge de toute 
infection antérieure. 

S’agit-il la d'une véritable emmunité, au sens que les bacté- 
riologistes donnent & ce mot, c’est-a-dire d’um état réfractaire 
a la maladie? 

Nous estimons' que’ ce n’est pas niable, car celte immunité 
est parfaitement analogue a celle que réalisent les virus-vaccins 
vivants atténués, tels que le vaccin jennérien, le vaccim char- 
bonneux, celui du rouget ow celui de la rage: Elle est, comme 
celle que déterminent ces virus-vaccins, plus ou moins durable 
suivant la nature, la quantité et la virulence des germes qui 
la produisent. 

I} serait étrange quion exigeat d'un vaccin antituberculeux 
autre chose que ce qu’on exige d’un vaccin anticharbonneux 
par exemple, c’esl-a-dire d'etre efficace et inoffensif. Chacun 
sait que ’immunité acquise par la vaccination contre le char- 
bon ou contre le rouget ne- dure gnére plus d’un: an, et. que 
celle acquise par la vaccination Jonnérienne ow parla vaccina- 
tion antirabique:s'efface peu a peu dans l’espace d’envircni sept 
années. Pourquoi en devrait-il étre autrement pour limmuni- 
sation artificielle contre la tuberculose? 

Il est seulement vrai que celle-ci se heurte A une difficulté 
que ne connaissent pas les autres: c’est qu'elle est difficilement 
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applicable, aa moins en 1’état actuel de la plupart des élevages, 
aur sujets adultes, parce que ceux-ci sont trop souvent et & des 
degrés divers, déja tuberculisés ou infectés par guelques bacilles 
virulents. Chez de tels sujets, l’injection de bacibles-vaccins, 
comme d’ailleurs celle d'autres bacilles virulents ou atténnés 
(ou méme morts), détermime un accroissement de la sensibilité 
& la tuberculine qui est rendue manifeste par l'apparition du 
« phénoméne de Koch ». 

Il est done préférable, pour cette raison, dinstituer méthodi- 
quement la vaccination conire la tuberculose en s'adressant aux 
lout jeunes sujets, des les premiers jours gui suivent leur nais- 
sance, avant qu'ils aient été exposés & des occasions d’infections 
abondantes, ou méme discrétes, mais répétées, par des bacilles 
virulents. 


Telles sont les considérations qui, étayées par nos expé- 
riences, nous ont décidés a accepter les généreuses proposi- 
tions qui nous ont été faites d’essayer les effets préventifs de 
notre bacille-vaccin BCG dans des exploilations agricoles 
depuis longtemps gravement infectées de tuberculose. 

Des les premiers jours de 1921, M. Lallemant, préfet de la 
Seine-Inférieure, mis, & la suite d’une conférence de l’un de 
nous, au courant de nos recherches, voulut bien nous offrir 
Vaects dune des fermes dépendant de son administration. 
Presque aussitot apres, M. Le Grand, conseiller général du 
méme département, mit a notre disposilion son importante 
exploitation de Gruville. 

Avec le concours de |’ Office agricole départemental, Paide 
précieuse de M. Richart, vétérinaire-directeur du service sani- 
faire, et de M. Marcel Boissitre, vétérinaire & Valmont, nous 
avons pu entreprendre une importante série d’essais que nous 
comptons poursuivre pendant plusieurs années consécutives. 

Des expériences de méme nature ont été commencées plus 
récemment (janvier 1922) en Seine-et-Oise, grace & Vobli- 
geance de M. Pierre de Chézelles et au concours de M. Brinet, 
vétérinaire 4 Magny-en-Vexin. 

Nous adressons & tous ces aimables collaborateurs notre plus 


reconnaissant merci. 
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Le problame que nous nous sommes proposé de résoudre 
était le suivant : 

« Dans une exploitation.infectée de tuberculose, sans changer 
quoi que ce soit au mode d'existence nia Chabitat des animaux, 
sans modifier les méthodes usuelles d’élevage des jeunes, est-al 
possible, par le jeu normal des naissances, en vaccinant les 
nouveau-nés dans les quinse premiers jours de leur vie, et en les 
revaccinant chaque année, de purger de tuberculose(\) cette exploi- 
tation dans un délai de cing ans? » 

Nous ne pouvons évidemment pas, dés & présent, parler de 
résultats, en raison méme de la forme de la question posée. 
Mais il n’est pas sans intérét de faire connailre la marche de 
nos opérations. 

Au début de celles-ci, en janvier et au cours de l’année 1921, 
nous avions pensé, sans rien connaitre des essais effectués par 
H. Vallée dans un sens un peu différent (mais procédant de la 
méme idée) et quwil a récemment publiés (2), de créer sous la 
peau des animaux une lésion locale persistante et active. 
A cet elfet, 28 veaux, nés dans les deux fermes de Seine: Infé- 
rieure, ont subi dans le premier mois de leur naissance |’inser- 
tion, dans le tissu conjonctif sous-cutané du fanon, d'une 
bille de pierre ponce de 10 millimétres, chargée, sous le vide, 
d'une émulsion concentrée de bacilles-vaccins. 

Des essais paralléles, effectués au laboratoire, nous ont per- 
mis de suivre la destinée des bacilles ainsi immobilisés et 
prolégés. Nous avons pu constater qu’ils se dégradent rapi- 
dement et que la résistance des veaux ainsi traités & l’épreuve 
expérimentale virulente, disparait trés vite, ainsi que leur apti- 
tude a réagir & la tuberculine. 

Nous avons donc abandonné cette méthode et, pour ne pas 
faire perdre & nos 28 veaux le bénéfice de Vimmunité partielle 
qui pouvait leur avoir été conférée par la bille, nous les 
avons tous vaccinés en 1922, en méme temps que 32 autres 
animaux neufs, nouveau-nés, par inoculation intraveineuse de 


(1) Nous entendons par tuberculose la fuberculose-maladie, contagieuse et 
évolulive, entrainant de quelque maniére que ce soit des pertes écono- 
miques pour I’éleveur. Nous excluons naturellement l’infection latenle, non 
manifestée par des lésions folliculaires ou par des tubercules. 

(2) Académie des Sciences, 2 janvier 1924. 


ea 
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20 milligrammes de BCG, dose dont nous connaissions l’effi- 
cacité par nos expériences de 1920 (41). 

A partir de janvier 1923, mieux éclairés par les expériences 
préliminaires qui nous ont suggéré celles qui font l'objet prin- 
cipal de ce mémoire, nous avons employé exclusivement la 
méthode d’inoculation préventive par voie sous-cutanée. Celle-ci 
a été jusqu’a présent mise en pratique pour la revaccination 
annuelle de 58 animaux nés en 1921 et 1922 et pour la 
premiére vaccination de 48 jeunes, nés au cours de l'année 1923. 

Toul ce que nous pouvons actuellement affirmer, c’est que 
cette intervention est absolument inoffensive. A aucun moment 
les animaux qui l’ont subie dans les quinze premiers jours de 
leur naissance n’ont éprouvé le moindre malaise. Ils sont tous 
demeurés en parfaite santé. 

Voici, en outre, la preuve que les revaccinalions faites & 
douze mois d’intervalle ne présentent aucun inconvénient : 

Expérinnce. — 4génisses vaccinées une premiere fois sont revaccinées un 
an apres. Chez 3 d’entre elles, les traces de l'injection iniliale dans le fanon 
sont encore perceptibles. La réaction locale constalée ne differe en rien de 


celle qui a été observée lors de la premiére inoculation. Aucun des animaux 
n’a fait de réaction thermique immédiate ou tardive. 


En février 1924, dans les exploitations o& nous opérons. 
142 animaux de un, deux el trois ans, ont été ainsi revaccinés 
sans incident d’aucune sorte. 

Le lecleur se demande peut-étre pourquoi nous avons adopté 
la revaccination annuelle, alors que Ja résistance conférée par 
une premiére inoculation se prolonge, d’aprés nos expériences, 
au moins jusqu’a dix-huit mois. A cecinousrépondons que, l’opé- 
ration étant inoffensive, nous croyons préférable de ne pas 
attendre la limile de son eflicacité. 

A cette raison on peut ajouter un argument d’ordre psycho- 
logique: depuis Pasteur, ceux qui s adonnenta l’élevage savent 
qu’ils peuvent, par une vaccination annuelle, préserver leur 
bétail de quelques-unes des graves maladies qui le décimaient 
jadis. I] est done désirable, pour la prévention de la tuberculose, 
de conserver ce terme passé a |’état d’habitude et de n’apporter 
ainsi aucun trouble & la vie économique des exploitations 


agricoles. 


(1) Ces Annales, septembre 1920. 
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Sous réserve des enseignements complémentaires «jul pour- 
ront nous étre apportés par l’extension de nos essais de vacci- 
nation des jeunes bovins contre la tuberculose dans les fermes 
de Seine-Inférieure et de Seine-et-Oise qui se sont offertes a 
nous aider dans nos recherches, nous ceoyons étre, dés & présent, 
fondés & étendre ces expériences dans les centres d’élevage 
aui disposent de moyens techniques suffisants pour qu elles 
puissent étre rigoureusement surveillées et suivies. 

Il importe, en effet, que les éfeveurs soient mis le plus tot 
possible en état d’étre protégés contre Pinfeetton tuberculeuse 
bovine par des moyens plus efficaces que ceux, aussi draconiens 
qu’inopérants, que la législation actuelle en matiére de police 
sanitaire met a leur disposition. 

Celle-ci prescrit, il est vrai, lisolement des animaux tuber- 
culeux ou méme réagissant positivement & la tubereuline, 
mais elle ne pourvoit pas aux moyens de rendre cet isolement 
complet et réel. 

Elle ordonne bien la désinfection des étables contaminées, 
mais elle est muette sur les mesures a appliquer lorsque 
cette désinfection est pratiquement impossible en raison de la 
défectuosité ou de la vétusté des locaux. 

Sans doute, les efforts tentés deputs les brillanles campagnes 
de Bang en Danemark, de Nocard en France, en vue de la pro- 
phylaxie de la teberculose bovine par la tuberculination du 
bétail ont produit quelques utiles effets. Mais les déceptions 
des vélérinaires qui ont appliqué systémaliquement, avec le plus 
de soin, la « méthode de Bang » sont devenues nombreuses dans 
tous les pays, bien que cette méthode ait certainement contri- 
bué & réduire notablement Ia morbidité tuberculeuse. C'est 
qu il est arrivé maintes fois que des animaux, reconnus indemnes 
par absence de réaction a la tuberculine, mais provenant 
Wétables contaminées et qui avaient été introduits dans des 
milieux ot: toute contagion intérieure était évitée, ont mani- 
festé cependant, aprés des temps variables, souvent apres un | 
vélage, une réaction tuberculinique positive. De tels soi-disant 
« échecs de la méthode de Bang » sont aisément explicables 
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aujourd'hui que nous, savons avec quelle lenteur une infection 
hbacillaire discrete erée parfois la lésion cellulaire symbiotique 
gui, seule, rend. l’organisme: qui la porte sensible & la tubercu- 
line. Chez le bovin, comme chez Vhomme, la réaction tuberculi- 
nique peut ne devenir positive que de longs mois, parfois plu- 
sleurs années apres. que la contamination s'est réalisée. 

On ne peut. done pas compter sur la tuberculine pour écar- 
ter les sujets suspects. Et, dans ces conditions, il parait assu- 
rément préférable de vacciner tout le cheptel, en commencant 
par les trés jeunes animaux, qui sont beaucoup plus. sensibles 
que les adultes a l’infection bacillaire et auxquels, ainsi que 
nous Vavons élabli, il est possible de conférer une résistance 
manifeste et suffisamment durable & Végard des contami- 
nations graves, méme artificiellement provoquées. 


Conclusions. 


En s'adressant aux tout jeunes animaux de l’espéce bovine 
nés depuis moins de deux semaines, et en leur injectant sous 
la peau, en plein tissu conjonctif lache du fanon, une forte 
dose (50 & 100 milligrammes) de notre bacille modifié par une 
longue série de cultures successives sur pomme de terre cuite 
dans la bile de beeuf glycérinée a 5 p. 100 (Baclle BCG), on 
peut les vacciner contre l’infection bacillaire virulente, a ce 
point quils ne contractent pas la tuberculose si on leur injecte 
dans les veines, Jusqu’au quinziéme mois aprés la vaccination, 
une dose de bacilles bovins vivauls et virulents capable de 
tuer par granulie aigué tous les témoins de méme age, en moins 
de deux mois. 

Les jeunes bovins ainsi vaccinés réagissent positivement 
a la tuberculine pendant tout le temps que leur immunité 
s’établit. Quelques mois aprés qu'ils cessent de réagir, cetle 
immunité tend & disparaitre et le moment arrive ow ils se 
comportent comme des animaux non vaccinés. 

La vaccination par notre bacille BCG est inoffensive, non 
seulement pour les jeunes bovins et pour les bovidés adultes 
indemnes de tuberculose, mais aussi pour toutes les espéeces ant- 
ma'es susceptibles détre infectées par le bacille tuberculeur. 
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Ce bacille BCG est complétement privé de virulence. Il a 
perdu toute aptitude a provoquer la formation de tubercules. \l 
reste cependant toxique pour !’animal tuberculeux. Les bouil- 
lons glycérinés dans lesquels on le cullive renferment de la 
tuberculine et les organismes auxquels on l’injecte produisent 
des anticorps décelables par le Bordet-Gengou. 

Nous croyons désirable que de plus larges essais de prophy- 
laxie contre la tuberculose du bétail par la méthode que nous 
avons étudiée soient faits dans quelques grandes exploitations 
agricoles ot une surveillance sanitaire efficace pourrait étre 
réguliérement exercée. Nous sommes tout disposés 4 faciliter 
dans ce sens les expériences qu’on voudrait entreprendre. 


ESSAIS DE VACCINATION 
CONTRE L’INFECTION TUBERCULEUSE 
PAR VOIE BUCCALE 
CHEZ LES PETITS ANIMAUX DE LABORATOIRE 


par A. CALMETTE, A. BOQUET et L. NEGRE. 


Depuis l’exposé, fait dans ces Annales (1), de nos recherches 
sur la vaccination du cobaye et du lapin contre l’infeclion 
tuberculeuse expérimentale au moyen du bacille bilié, avirulent, 
et non tubercul/géne, utilisé par jun de nous avec C. Guérin 
pour immunisation des jeunes bovins (bacille BCG), nous 
avons poursuivi nos essais et nous avons constaté qu’il est 
généralement possible de conférer aux rongeurs de laboratoire, 
par une seule injection massive sous-cutanée (20 milligrammes 
au cobaye, 50 & 100 milligrammes au lapin), comme par une 
seule injection zntéravetneuse ou intracardiaque (5 milligrammes 
au cobaye, 20 milligrammes au lapin), une résislance mani- 
feste aux contaminations artificiellement réalisées avec une 
dose de bacilles virulents d’origine bovine, stirement capable 
de tuberculiser les témoins. 

Mais nous avons di nous convaincre que les modes d’épreuve 
habiluellement utilisés par nous, et qui consistent & injecter 
sous la peau du cobaye, ou dans la veine marginale de loreille 
du lapin un centiéme ou méme un milliéme de milligramme 
de bacilles bovins de virulence moyenne, — c’est-a-dire res- 
pectivement 400.000 ou 40.000 bacilles — déterminent chez 
tous les animaux, vaccinés ou non vaccinés, des Iésions s1 
étendues et si graves que la résistance des vaccinés finit tou- 
jours par étre vaincue aprés une lutte de plus ou moins longue 
durée, Toutefois leurs lésions présentent un caractére trés 
particulier de « lésions de résistance », circonscrites et a 


marche lente. 


(1) Ces Annales, septembre 1921, p. 561, septembre 1922, p. 625. 
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Dans ces modes d’épreuve il n’y a rien qui puisse étre com- 
paré aux effets d’une contamination naturelle. Or, c’est de 
ceux-ci quwil faudrait se rapprocher le plus possible pour 
apprécier lVelficacité d’une méthode de vaccination sur des 
animaux qui, l’expérience le prouve, peuvent étre strement 
infectés, et contracter une tuberculose mortelle en cing & huit 
mois par l’inoculation (intraveineuse au lapin, sous-cutanée 
au cobaye) de £0 bacilles, soit wn millionieme de melligramme 
de culture essorée, pesée a l'état frais. 

C’est pourquoi nous préférons, surlout chez le cobaye, 
recourir au procédé si simple et si pratique d’infection par 
instillation oculaire, proposé et étudié depuis 1913 par Pun de 
nous avec ©. Guérin et V. Grysez (1), qui consiste a laisser 
tomber sur l’ceil.de l’animal, — dont un aide tient les paupieéres 
légerement écartées, — une goutte d’émulsion bacillaire (titrée 
de telle sorte qu’un cenlimétre cube contienne 4 centigramme 
de bacilles). Cette méthode ne crée aucune /ésion locale et elle 
provoque, avec une parfaite régularité, d’abord la tuberculisa- 
tion des ganglions du cou, qui deviennent perceptibles au tou- 
cher en vingt-cing 4 trente jours, puis extension lente et 
progressive du processus tuberculeux aux poumons, ensuite 
aux viscéres abdominaux, amenant la mort le plus souvent en 
quatre & cing mois. 

Nous croyons cependant, parce qu'un tres grand nombre de 
fails expérimentaux nous lont démontré, que da voie la plus 
habituelle @infectian tuberculeuse est, pour les animaux comme 
pour homme, le tube digestif (pharynx, jéjunum et iléon prin- 
cipalement). Il est done tout indiqué de tenter la vaccination 
par cette méme voie, et (utiliser également celle-ci pour l’in- 
fection artificielle d’épreuve. 

C'est ce que nous avons essayé de faire dans la série d’expé- 
riences dont nous relatons ci-aprés les résultats. 


Bien que nous ayons presque toujours réussi a infeeter les 
cobayes adultes en leur faisant ingérer, & deux ou trois reprises, 


(1) Soc. de Biologie, 15 féwrier 1913. 
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a vingt-quatre heures d'intervalle, 0 gr. 02 a 0 gr. 05 de 
bacilles, soit & la pipette, soit en mélange avec des aliments 
(pulpe de caroltes), — afin d’éviter les petites érosions pha- 
ryngées que pourrait provoquer l'emploi de la sonde wsopha- 
gienne, — il arrive qu'un petit nombre d’animaux semblent 
échapper a la contamination parce que les résultats de celle-ci 
ne se manifestent qu’avec une grande lenteur, souvent apres 
plus de six mois. Malgré la dose massive employée, l’absorption 
inlestinale présente donc, chez l’animal adulte, des irrégula- 
rités qui génent l’expérimentation. 

Avec les tres jeunes animaux cet inconvénient n’existe pas. 
Leur intestin est beaucoup plus perméable, non seulement aux 
microbes, mais aussi, comme |’a jadis montré Ehrlich, aux 
toxalbumines et aux antitoxines. 

Nous nous sommes done, de préférence, adressé au jeune 
cobaye dans \’expérience que voici : 

Expérience. — 36 jeunes cobayes, igés de huit a trente jours, 
ingerent a la pipette siz repas de 10 milligrammes chacun, et 
quatre repas de 20 milligrammes de bacilles BCG, a vingt- 
quatre heures d’inlervalle (1). 

Ils sont éprouvés ¢row mois apres par ingestion de deux repas 
infectants, chacun de 5 milligrammes de T. bovine Vallée, a 


(1) La préparation de nos émulsions de bacilles-vaccins ou de bacilles 
virulents d’épreuve est faite de la maniére suivante : 

Sur un petit rectangle de papier-fillre stérile, préalablement taré et placé 
sur l’un des plateaux d’une balance de précision, on pése 0 gr. 10 (ou dayan- 
tage) de culture prélevée avec une spatule de platine. 

Ces /0 centigrammes de corps microbiens sont repris sur la spatule et 
déposés dans un vase conique ou un ballon a fond plat contenant de petites 
billes de verre et préalablement stérilisé. 

On agite @abord un court instant pour dissocier la culture, puis on intro- 
duit dans le vase, avec une pipette stérile, et par pelites portions en agilant 
constamment, une quantité déterminée d’eau salée physiologique stérile, 
40 cent. cubes par exemple. : 

Lorsque l’émulsion est bien homogéne et ne parait plus renfermer de gru- 
meaux, on la verse dans un verre conique stérile et on l'utilise aussitot pour 
les inoculations ou ingestions. Chaque centimetre cube de emulsion ainsi 
préparée contient 7 cenligramme, soit environ 400 millions de bacilles. 

Il est, dés lors, aisé d’en faire des dilutions telles qu’un centimétre cube 
corresponde 4 1 milligramme, a 0 Miers Als Glee reportant successive- 
ment 1 cent. cube de la dilution initiale dans un petit ballon contenant 
9 cent. cubes d’eau salée physiologique, puis (aprés avoir bien agité) 
1 cent. cube de celte seconde dilution dans un second ballon identique, ete... 
On peut ainsi faire des dilutions telles que 4 cent. cube ne renferme plus que 


40, ou méme seulement 4 bacilles. Cette technique ne présente aucune 


difficulté. 
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vingt-quatre heures d’intervalle, en méme temps que six 
i\émoins qui sont tous morts entre soixante-dix et cent dix jours 
avec des lésions de tuberculose généralisée a tous les viscéres 
de lacavité splanchnique et aux poumons. 

Parmi les vaccinés : 

7 meurt le trenti¢me jour sans erie tuberculeuses (pasteu- 
rellose). 

1 succombe le quarantiéme jour (de pasteurellose également) 
avec des ganglions mésenlériques volumineux, sans autre 
lésion. 

74 meurent du soixante-dixidme au quatre-vinglt-dixiéme 
jour (pasteurellose) avec adénites mésentériques et quelques 
petits tubercules sur la rate. 7rozs d’entre eux ont de rares 
tubercules pulmonaires translucides. 

72 meurent du cent-dixitme au cent-trentiéme jour, avec 
adéniles mésentériques. Szx d’entre eux n’avaient pas d'autres 
lésions. Quatre présentaient un ou deux petits tubercules sur 
la rate. Dewx avaient des lésions de tuberculose étendues aux 
poumons et a la rate. 

4meurent du cent-quaranlitme au cent-cinguantiéme jour, 
dont wn avec adénites mésenlériques sans autres lésions et érozs 
avec tuberculose généralisée. 

7 survivants sont sacrifiés le deux cent-septiéme jour aprés 
’épreuve. Tous ont de l’adénite mésentérique. Dewx n'ont pas 
d’autre lésion. Un a de la tuberculose généralisée et les quatre 
autres ne montrent que de rares petits tubercules sur les organes 
viscéraux. 

Il est done évident que lingestion préalable de bacilles- 
vaccins a permis aux jeunes cobayes de résisler longtemps 
(pour quelques-uns pendant plus de six mois) & l’infection arti- 
ficielle d’épreuve réalisée dans des conditions d’exceptionnelle 
gravité. 

Il est trés probable que, si cette infection d’épreuve avait été 
plus discréte, la plupart des cobayes auraient résisté bien 
davanlage. 

Une expérience analogue a été faite sur des jewnes 
lapins : 

Expérience. — 12 jeunes lapins, igés de quinze a vingt et un 
jours, ingérent a la pipette diz repas, chacun de 20 milli- 
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grammes de hacilles-vaccins, & vingt-quatre heures d’inter- 
valle. [ls sont éprouvés trois mois plus tard par deux repas 
infectants de 10 milligrammes de T. bovine Vallée, en méme 
temps que 3 ¢émoins. 

L'un des témcins est sacrifié le soixante-dixitme jour. Son 
autopsie montre une adénile mésentérique et quelques granu- 
lations & centre caséeux sur l'intestin gréle. 

Un second témoin est sacrifié le cent-vingtidme jour: adénite 
mésenlérique volumineuse et tubercules disséminésa la surface 
des deux poumons. 

Le troisiéme témoin est sacrifié le cent-trentitme jour : adé- 
nite mésenlérique, nombreux tubercules sur l'intestin gréle 
(iléon surtout), gres foyers caséeux sur le poumon droit et 
quelques tubercules sur le poumon gauche. 

Parmi les vaccinés : 

6 sont sacrifiés le cent-trentiéme jour, en trés bon état. Deux 
ont une adénite mésenlérique scléreuse, moins prononeée que 
chez les témoins, et quelques rares granulations sur l’intestin 
eréle. 7rois présentent les mémes lésions avec, en plus, un 
petit tubercule sur un poumon. Le sixiéme a quelques petils 
tubercules du volume d’un grain de millet sur les deux 
poumons. 

Les siz survivants, restés également en parfait état, sont 
sacriliés ila fin du sixiéme mois aprés l’épreuve. Tous ont une 
adénite mésentérique sc/éreuse. Trois n’ont pas d’autre lésion; 
trois ont quelques rares tubercules sur les poumons. 

L’absorption — répétée plusieurs fois — de bacilles biliés par 
ta vore buccale est done susceptible de conférer aux jeunes 
cobayes et aux jeunes lapins une résistance considérable aux 
infections massives artificiellement réalisées par la méme vote. 

Il est probable que cette résistance serait encore plus nette- 
ment accusée vis-a-vis des infections naturelles, mais la preuve 
enest difficile & faire avec les petits animaux de laboratoire qui 
se contaminent rarement, méme par contact prolongé dans les 
cages, et chez lesquels limmunité acquise est de courte durée 
vis-a-vis de la plupart des virus. 

C’est pourquoi nous avons prié M. Wilbert, qui dirige 
l'Institut Pasteur de Kindia, en Guinée (Afrique occidentale 


. 4 B28 ’ oa la Ld . z 
francaise), d’entreprendre une série d’expériences sur des singes 


28 
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de diverses espdces, y compris des anthropoides (chimpanzés), 
en vue d’établir si la vaccination antituberculeuse par inges- 
tion au moyen du bacille BCG protage efficacement, et pour 
une durée pratiquement suffisante, les singes.sains vivant en 
cohabitation étroite avec des singes de. mémes espéces artificiel- 
lement contaminés. Nous en ferons connaitre ultérieurement 
les résultats. 


RECHERCHES SUR L'IMPORTANCE DU ZINC 
DANS L’ALIMENTATION DES ANIMAUX 


EXPERIENCES SUR LA SOURIS (!) 


par Gasrret BERTRAND et Boss BENZON 


L’étude biologique du zinc a fait de grands progres depuis 
une vingtaine d’années. Non seulement elle a permis de démon- 
trer la présence constante du métal dans l’organisme des 
plantes [1], mais encore, plus récemment, dans celui des ani- 
maux {2}. [ly a méme déja lieu d’admetire, en ce qui concerne 
ces derniers, | intervention du zinc dans plusieurs phénoménes 
physiologiques : l’un, particulier, est l’envenimation par la 
morsure des serpents |3]; l'autre, d’ordre trés général, est 
celui de la fécondation [4]. 

En outre, lorsqu’on examine les variations de la teneur en 
zinc des jeunes animaux avec la croissance, on observe un 
parallélisme si remarquable entre ces variations et celles que 
Bunge a découvertes autrefois au sujet du fer [5!, que l’on est 
conduit 4 attribuer au premier de ces métaux un role aussi 
important qu’au second dans les échanges nutritifs et le déve- 
loppement général de individu [6]. Nous avons cherché s'il 
était possible de mettre directementce réle du zinc en évidence. 
Malgré les difficultés & résoudre, nous avons été assez heureux 
pour y parvenir, comme on va le voir, en opérant sur la 
souris. 

Nos expériences ont consisté & comparer deux lots de souris 
d’une méme portée, nourris, l’un avec des aliments débarrassés 
de zinc, l’autre avec les mémes aliments additionnés d’une 
quantité connue et trés pelite de ce métal. Si l’on se rappelle 
qu'une souris adulte ne renferme pas plus de quelques dixiémes 
de milligramme de zinc, dont un dixiéme environ est déja 


(4) Un résumé de ce travail a été publié dans les Comptes rendus de l’Aca- 
démie des Sciences, 175, 1922, p. 289. 
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apporté a la naissance [7], que ses besoins en métal sont, par 
conséquent, trés petits, on comprendra que la premiére diffi- 
culté que nous ayons eu a résoudre ait été de préparer des 
aliments assez purs pour ne pas fournir de zine au lot carencé 
pendant la durée d’une expérience. 

Une telle purification a entrainé comme conséquence la 
soustraction & peu prés totale de ces facteurs alimentaires, de 
nature inconnue, que l’on désigne de différentes maniéres, en 
particulier, sous le nom de vitamines. Or, nous ne pouvions 
pas ajouter certains de ces facteurs aux aliments purifiés sans 
introduire, en méme temps, une quantilé appréciable de zinc. 
Le son (de blé ou de riz), relativement riche en vitamine B, est 
la partie du grain qui contient le plus de métal; la levure de 
biére et son extrait aqueux, considérés comme de trés bonnes 
sources de la méme vitamine, ont aussi des teneurs en zinc 
remarquablement élevées. 

Il en est de méme des sources d'origine animale. Le foie, le 
cerveau, le cour, qui renterment des vitamines en assez grande 
proportion, sont parmi les organes les plus riches en zine. 

L’huile de foie de morue et le beurre de vache,. bien connus 
par leur richesse & la fois en vitamine A et en vitamine B, 
contiennent aussi de notables proportions de zinc. Nous avons 
trouvé, en moyenne, 6 milligrammes de ce métal par kilo- 
gramme dhuile de foie de morue et jusqu’a 8 milligr. 2 par 
kilogramme dans le beurre de vache. Nous avions pensé débar- 
rasser le beurre du zine qu'il renferme en l’agitant aprés fusion 
avec de acide chlorhydrique dilué & 4 p. 100, mais ce traite- 
ment n’a pas donné le résultat que nous atlendions. 

Nous.avons done dti nous résoudre & soumettre les animaux 
a un régime parliculitrement carencé, avec tous les risques de 
terminaison fatale qu’il comporte. En fait, aprés une durée 
variable, les souris sont mortes, quel que soit le lot auquel 
elles appartenaient, avec les mémes symptomes de paralysie 
progressive ascendante que l’ou observe lorsqu’on expérimente 
avec les régimes dépourvus de vitamines. Heureusement, 
malgré celte nouvelle difficulté, le but que nous poursuivions 
a pu élre nettement atteint. 
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Croix ET COMPOSITION DES ALIMENTS. 


Les souris s'accommodent trés longtemps d'un régime formé 
de grains de froment et d’eau. Nous avons pris ce régime 
comme type el nous avons constitué un mélange dans lequel 
thes principales substances nutritives, notamment celles que 
Von range aujourd hui [8] dans les groupes des glucides, des 
lipides et des protides, existent, avec les sels et le lest intes- 
tinal, 4 peu prés dans les mémes proportions que dans le grain 
du froment. Ce mélange avait la composition suivante : 


EN GRAMMES 


Heculemdespomnresntcatusncum ain snr nen ene 5 op cle 
(CRISRESINGS cons oi 6 AME CE chat ee te tt aCe Rap eee 13 
CSUMOSS cdma a, ONCE he Se OLDIE Rem ots nce cane Moles acme T Pes 
IEA GLO SChpeet tant ons Geng Aee. oases oe Pairs tA ah DO 
BEUrrendereOCOms teem temae ek sl whee tea Me b250 
Lactate; de,calermaerss HAO) ss. ten sc 2,60 
Phosphate monoprtassique . 0,30 
Phosphate bisodique cri-lallisé . 0,75 
Chlorure de calcium anhydre. 0,10 
Sulfate de magnésium cristailise . 0,250 
Alun ferricoammonique. . 0,020 
Alun aluminopotassique. ..... praise ae het trong oy 0c 00 
WIMOLULe se COGIUI etter at ede eae 0), 004 
Sulfate de cuivre ; 0,002 
SullaverdemmanCanese acm. «km role lent 0,002 
VOAUNE ASR POLACSHUNIN memes urn yliter touust ves <elmeuns 0.0005 
0,0005 


Bromure de potassium ...... SP BETA eee sets 


La fécule de pomme de terre a élé choisie, parmi d'autres 
matiéres amylacées, pour une raison d’ordre pratique; ses 
grains, plus gros que ceux de blé ou de riz, se déposent plus vite 
dans les liquides de lavage, ce qui permet de diminuer la 
durée, malgré cela encore longue, de leur purification. 

La caséine a été employée de préférence au gluten et a d’au- 
tres protides aussi a cause de la facilité relative de sa purifica- 
tion. Elle est, en outre, par sa composition en acides aminés, 
parmi les meilleures substances du groupe que l'on puisse 
donner aux jeunes animaux. 

La cellulose a été prise sous la forme de papier 8 filtre. C’est 
aussi a cause de la possibilité de Vobtenir assez facilement 
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exempte de zinc que nous l’avons préférée & d'autres substances 
non digestibles comme lest ou ballast intestinal. 

Nous avons mentionné plus haut la présence, dans le beurre 
de vache, d’une petite proportion de zine que des lavages & 
Yacide chlorhydrique étendu n’avaient pas réussi & éliminer. 
Le beurre de coco que nous avons utilisé comme matiére 
erasse n’avait pas cet inconvénient : il ne nous avait pas donné 
trace de zinc & l’analyse, en opérant sur um échantillon de 
100 grammes. 

Comme on peut s’en rendre compte par le calcul, le lactate 
de calcium a été introduit dans le mélange nutritif en quantité 
assez grande pour saturer les acides sulfurique et phospho- 
rique qui résultent de la destruction de la caséine au sein 
des tissus et pour couvrir en méme temps les besoins du 
squeletie. 

Au lieu de phosphates tribasiques de calcium et de magné- 
sium préparés d’avance, dont l’'assimilabilité aurait pu étre 
insuffisante, nous avons employé du chlorure de calcium et du 
sulfate de magnésium en quantités convenables pour fournir, 
par double décomposition avec les phosphates de potassium et 
de sodium, au sein méme du mélange alimentaire, des phos- 
phates gélatineux. 

Les deux métaux alcalins ont été introduits dans la propor- 
lion ot ils se trouvent dans le corps entier de la souris, d’aprés 
les analyses de P. Gérard [9]. 

Nous n’avons pas cru nécessaire d’ajouter de combinaison 
du silicium, estimant que la quantité de silice contenu a l'état 
normal dans la fécule devait étre suffisante. Nous n’avons pas 
non plus ajoulé de combinaisons du bore et de l’arsenic, dont il 
ny adans Vorganisme des animaux que des traces infinitési- 
males, étant presque stirs qu'il en resterait assez dans les 
substances organiques aprés les traitements auxquels nous les: 
avions soumises. 


PURIFICATION DES ALIMENTS. 


F&cuLe DE POMME DE TERRE. — La fécule dont nous nous: 
sommes servis ne renfermait, telle que nous l’avons trouvée 
dans le commerce, qu'une tres faible proportion de zinc, 1 mil- 
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ligramme par kilogramme. Nous l'en avons complétement 
débarrassée, en la traitant de la maniére suivante : chaque 
portion de 500 grammes de fécule a été agitée, dans un flacon 
de 2 litres, & l'aide d’une machine, avec 4 litre 1/2 d’acide 
chlorhydrique a4 p. 100: Dans. cette opération, comme dans 
les suivantes, l’acide avait été purifié par nous et l'eau redis- 
tillée préalablement dans un appareil en verre, sous pression 
réduite. 

Aprés une heure d’agitation, on a placé le flacon debout et 
laissé déposer Ja fécule, jusqu’au lendemain. On a décanté le 
ji yuide surnageant, un peu trouble et coloré en jaune par du 
fer, et on a répété lopération, au moins quatre fois. On a 
vérifié que les derniéres eaux acides décantées, parfaitement 
limpides et incolores, ne renfermaient plus trace de zinc, et 
Pon a soumis la fécule & quatre nouveaux lavages, avec de 
l'eau seule. Pour éliminer ce qui restait d'acide chlorhydrique, 
ona agité une fois avec de l’eau assez ammoniacale pour bleuir 
encore nettement le tournesol aprés décantation, et quatre a 
cing fois avec de l'eau seule. On a déshydraté la fécule puri- 
fiée par deux ou trois agitations avec de l’alcool fort, redis- 
tillé, comme l'eau, dans’ un appareil en verre sous pression 
réduite. Enfin, on a placé le produit dans une cuvette en porce- 
laine et, aprés avoir recouvert soigneusement de papier @ 
filtre, on a séché dans une éluve, 4 une douce température. 
Uno essai sur 100 grammes de cette fécule n’a pas permis de 
déceler le zine. 


Castine. — Elle a été préparée directement a partir du lait. 
Celui-ci provenait dos étables de l'Institut Pasteur et renfermait 
environ 4 milligrammes de zine par litre. On l’a traité par 
portions de 2 litres:a la fois. 

Le lait, déja débarrassé de la plus grande partie de sa 
créme 2 la machine, a été centrifugé a fond pendant une heure. 
On a séparé la pellicule presque solide de creme et décanté la 
couche de lait que l’on a filtrée & travers un filtre Chardin, 
préalablement mouillé avec de l'eau, pour retenir les derniers 
globules de beurre. 

Les pots en verre de la centrifuge, ayant été nettoyés du 
dépot, principalement cellulaire, qui s'y trouvait, on y a 
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reversé le lait filtré; on a ajouté goutte & goutte de Vacide 
acétique étendu, en remuant constamment avec une baguette, 
pour précipiler la caséine, puis on a centrifugé. Aprés décanta- 
tion du sérum, le précipité a été trituré, dans les pots mémes, 
avec de l’eau ajoutée peu A peu, de maniére a éviler la forma- 
tion de grumeaux. La pate homogéne et semi-liquide a été 
délayée dans l'eau acidulée par l’acide acétique, jusqu’a ce que 
les pots soient presque pleins; on a bien agité, puis centrifugé 
et décanté. 

Aprés trois lavages semblables, le précipité a été mis encore 
une fois en suspension dans l’eau; on l’a additionné, a |’état 
de pate semi-liquide, et en remuant, d’une quantité d’ammo- 
niagque suffisante pour redissoudre la caséine, on a dilué avec 
de l’eau jusqu’a remplissage des pots, et l’on a filtré la solution 
opalescente ainsi obtenue a travers un fillre mouillé. De la 
solution limpide, la caséine a été reprécipitée par Lacide 
acélique, lavée & l'eau acidulée, déshydratée par plusieurs pas- 
sages & l’alcool, lavée une fois 4 léther, enfin séchée, comme 
il a été indiqué plus haut pour la fécule. 

Cette caséine offrait aspect d'une poudre légére, parfaile- 
ment blanche, dans laquelle nous n’avons pas trouvé de zinc 
en opéranl sur 100 grammes. 


Cettutose. — Nous sommes partis de papier 4 filtre dans 
lequel l’analyse nous a révélé la présence de quantités appré- 
ciables de fer, de cuivre et de zinc. Un dosage de ce dernier a 
fourni le chiffre de 6 milligrammes de métal par kilogramme. 

La purification n’a présenté aucune difficulté. Le -papier a 
été trailé comme la fécule de pomme de terre, mais au lieu de 
laisser déposer spontanément la pulpe de cellulose pour 
décanter le liquide de lavage, nous l’avons essorée & laide 
d’un entonnoir en porcelaine, ce qui a singulitrement abrégé 
la durée totale de l’opération. On a pris soin, surtout a la fin, 
de ne pas essorer trop fortement, afin d’obtenir une cellulose 
peu compacte, facile & défibrer. 


Lacrose. — Le lactose du commerce, préparé par évapora- 
tion du petit-lait et simple cristallisation, contient toujours du 
zinc. Pour le purifier, on a dissous le produit commercial par 
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portions de 500 grammes, dans 10 fois son poids d'eau. La 
soluuon a été alcalinisée légerement par l’‘ammoniaque et 
saturée par l’hydrogéne sulfuré. Apres vingt-quatre heures de 
repos dans un flacon bouché, on a {filtré, concentré le liquide 
par distillation dans le vide jusqu’a consistance de sirop clair, 
filtré de nouveau en se servant cette fois d'un entonnoir a 
filtration chaude, pour séparer un peu de soufre, et abandonné 
sous Cloche a la cristallisation. Le lactose, essoré & la trompe, 
a été redissous 4 chaud, et recristallisé plusieurs fois. A ce 
moment l’analyse y a vérifié, comme dans les substances pré- 
cédentes, l’absence complete du zinc. 


Lactate De caLcium. — On a dissous du lactate de calcium 
commercial dans l'eau, filtré, ajouté & la solution un peu 
d’ammoniaque et du lait de chaux. On a porté le mélange a 
ébullition, que l’on a maintenue jusqu’a disparition complete 
des vapeurs ammoniacales, comme dans une précipitation de 
zinc a l'état de zincate de calcium. Apres refroidissement et 
filtration, on a saturé la chaux dissoute par l’acide carbonique. 
Enfin, le liquide a été filtré, concentré et mis a cristalliser. 


CHLorurE DE catcium. — Ce sel a d’abord été traité comme le 
lactate, mais, aprés la séparation du précipité calcique, la 
solution alcaline a été neutralisée exactement par l’acide 
chlorhydrique et, au lieu d’étre concentrée a cristallisation, elle 
a 6té titrée par un dosage a l'argent. 


Autres sets. — A | exception des fluorure, bromure et 
iodure alcalins, les autres sels avaient été préparés antérieure- 
ment par l’un de nous au cours de recherches sur le rdle du 
zinc et celui du manganése sur le développement de |’Asper- 
gillus niger. Leur mode de préparation a été publié en méme 
tein ps que l’exposé de ces recherches (10). 


FABRICATION DES PAINS. 


Nous avons présenté le mélange d’aliments purifiés aux 
souris sous la forme de petits pains cuits au four, c’est-a-dire 
sous la forme solide et méme dure, plutot qu’en poudre ou en 
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pate, parce qu’il nous a paru que cela était plus conforme aux 
besoins et aux habitudes de nos petits rengeurs. En fait, les 
souris les ont presque toujours. grignolés, du moins: selon les 
apparences, avec un réel plaisir. 

La. forme de pains a,. d’autre part, rendu possible la réeolte 
des débris non utilisés par les animaux en yue de |’établisse- 
ment des consommations journaliéres. 

Voici comment nous avons procédé pour la fabrication des 
petits pains. Les sels ont d’abord été répartis em trois: solu- 
tions : la premiére, contenant ie chlorure et le lactate de 
calcium ; la deuxiéme, les phosphates et les halogénures alca- 
lins; la troisiéme, les divers sulfates. 

La cellulose a été imbibée ensuite, dans un mortier de por- 
celaine, avec le lactose dissous dans un peu d'eau. Au mélange 
a peu pres homogéne, on a ajouté la caséine, puis, par petites 
portions et en triturant bien, la fécule de pomme de terre. On 
a obtenu ainsi une masse séche et pulvérulente que lon a 
malaxée avec le beurre de coco et dams laquelle on a introduit 
successivement les trois solutions. salines. Enfin, toujours en 
triturant, assez d’eau pour former une pate pilulaire. Celle-ci 
a 6té fagonnée en petites boules que l’on a disposées et légeére- 
ment comprimées sur un plat de porcelaine et fait cuire dans 
un four & moufle, convenablement chauffé. Aprés la cuisson, 
qui n’a demandé guére plus de six minutes, on a séché presque 
compléltement les pains & l’étuve. Ils pesaient alors environ 
2 grammes et contenaient approximativement 10 p. 100 d’eau. 
On les fabriquait par portions de 100 & 300 grammes et on les 
conservait dans des flacons bouchés a I’émeri, placés & la gla- 
ciére, 

CoNDUITE DES EXPERIENCES. 


Les souris deslinées aux expériences ont été séparées de leur 
mére au moment du sevrage, c’est-a-dire & age denviron 
trois semaines. A ce moment, leur teneur relative en zinc 
devait avoir alteint son minimum. Un a pesé les jeunes ani- 
maux et on n’a utilisé, d'une méme portée, que ceux ayanta 
peu prés le méme poids.|44]. Chaque portée a donné liew & une 
expérience partliculitre. 


Les souris pesées ont été placées isolément dans des 
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bocaux B (fig. 1), munis d’un couvercle de verre. Il ne fallait 
pas employer de cages en bois ou en fer galvanisé, comme 
celles ordinairement en usage dans les laboratoires, parce que 
les animaux auraient pa, en les grignotant, fausser les résul- 
tats. Les bocaux avaient un peu plus de 2 litres de capacité 
(diamétre = 13 centimétres, profondeur 
== 17 centimétres) ; ils étaient garnis, au 
fond, d’un disque d de papier filtre et d'un 
lit ¢ de colon, l'un et l'autre exempts de 
zinc. Les couvercles CG étaient perforés pour 
les besoins de la respiration (9 trous de 
8 millimétres). Une sorte de pipette P ser- 
vait de réservoir d'eau ; sa tige passait 
librement & travers le trou central du cou- 
vercle et, a frottement, & travers un bouchon 
de lege 4, placé al'extérieur, qui la main- 
tenait en place. On la remplissait par Fis. 1. 
immersion du réservoir daus un verre d’eau 

pure, puis on fermait l’extrémité libre de la lige avec un petit 
bouchon; l'animal s’abreuvait en léchant la partie inférieure 
du réservoir r, munie d’une petite ouverture, tandis que l’air 
rentrait bulle & bulle pour remplacer le liquide absorbé. 

On a divisé les animaux en deux lots aussi égaux que pos- 
sible quant au nombre, au poids et au sexe des individus. 
Lorsque, aprés triage des souris de poids & peu prés égaux, 1] 
ne restait dans une série qu'un nombre impair d’indiyidus et 
qu'un des lots devait, en conséquence, renfermer un individu 
de plus que l'autre, on en tenait compte, pour lensemble des 
résultats, en faisant la compensation a lune des séries sui- 
vantes. 

Chaque souris a regu & discrétion des petits pains et de l'eau 
pure. Les petits pains étaient grossitrement fragmentés pour 
en faciliter l’usage aux jeunes animaux. Tous les jours ou tous 
les deux jours, on en recueillait les débris en changeant la 
litiére, et on pouvait déterminer ainsi, & quelque chose pres, 
ce qui avait été consommé. Comme il aurait pu apparaitre des 
algues dans l’eau de boisson, & cause des substances apportées 
par la salive des animaux et par les parois du réservoir de 
verre, on a pris la précaution de chauffer de temps en temps 
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les pipettes en les plongeant quelques minutes dans un tube 
d’eau bouillante. 

Tandis que les souris du premier lot de chaque série rece- 
vaient des petits pains composés suivant la formule donnée au 
commencement de ce mémoire, celles du second lot étaient 
nourries avec des petits pains contenant, en plus des sub- 
stances énumérées, une dose de 0 gr. 010 de sulfate de zinc 
cristallisé, dose correspondant & 2 milligrammes de zinc 
pour 100 grammes de petits pains, a 10 p. 100 d'eau. C’esl a 
peu prés la teneur en zinc que nous avions trouvée dans les 
grains de froment et d’avoine qui servaient & la nourriture 
habituelle des animaux du laboratoire. 

Nous avons expérimenlé sur 23 souris, provenant de cing 
portées. Ces cing portées étaient issues de races et de familles 
différentes. Une de ces souris (n° 9) est morte aprés deux jours 
sans avoir pris de nourriture; une autre, atteinte d’acariose 
(n° 5), a été supprimée par prudence; une troisiéme (n° 16), 
enfin, a présenté un caractére si exceptionnel que nous revien- 
drons plus tard & son sujet. Il est done resté 20 souris, divi- 
sées en cing séries, d’aprés le nombre des portées. 

Voici, résumés a Vaide de tableaux et de graphiques, les 
résultats obtenus : 


ime avec \zine 
z je san. 


ileal 


ona 


Poids en gremmes 


2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 ¢ 
Nombre de yours 


Graphique de la série A. 


Série A, — Débutant le 5 avril, avec des souris grises nées 
le 10 mars : 
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POIDS DES SOURIS 
en grammes pale SURVIE 
a j 
au début a la mort engrammes ©” Jours 
Sans zinc, n° 1 (femelle) . . 9,35 7,50 24,60 14 
Sans zine, n° 2 (male)... . ~9,00 8,00 9,75 5 
Avec zinc, n°3 (male) .... 10,55 6,25 33,80 20 
Avec zinc, n° 4 (femelle) . . 9,05 6,90 35,20 21 
Série B. — Débutant le 18 avril, avec des souris blanches 
nées le 24 mars: 
POIDS DES SOURIS 
en grammes a tds ale SURVIE 
Se ee, a consommé F 
au début a la mort en grammes ne 
Sans zinc, n° 6 (male). ... 6,50 6,20 36,00 17 
Sans zinc, n° 7(male). ... 6,00 5,50 29,65 15 
Avec zinc, n° 8 (femelle). . . 6,50 5,35 3%, 50 22 
Avee zinc; n° 40 (male) . . = 1,50 8,70 34,65 24 


Fords en grammes 


Ne } Nl 
2 ee) 8 10 12 \h io 18 20 
Nombne de jours 


Graphique de la Série B. 


Série C. — Débulant le 13 mai, avee des souris blanches 
d’un autre élevage nées le 20 avril : 


sat apt baeraaeeg FOE 

au début a la mort en grammes beat 
Sans zinc, n° 11 (sexe indécis). 5,75 4,30 4,00 9 
Sans zinc, n° 12 (male) . . . 6,50 SD 42,20 ao 
Sans zinc, n° 13 (femelle) . . 7,00 4,45 42,00 18 
Avec zinc, n° 44 (male). . . . 7,20 5,00 19,90 24 
Avec zinc, n° 15 (femelle) . . 6,40 4,70 17,90 26 
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} 


Hegimé avec 
Regime sans 


Poids en grammes 
a 


ial 


Nombre de jours 


Graphique de la série C. 


Série D. — Débutant le 23 mars, avec des souris blanches du 
dernier élevage nées le 2 mai: 


POIDS BES SOURIS 
en grammes cael | SURVIE 
TI en jours 
au début adla mort, | 7©> eeemides 7 
Sans zinc, no 17 (male)... 5,90 4,70 20,10 26 
Avec zinc, no 18 (male) ... 6,40 4,80 28,05 
Avec zinc, n° 19 (male)... 5,90 4,60 21,50 36 


N 


a 


an 


Poids en grammes 


0 4 4 6 8 10 12 mw 16 18-20 22 24 26 2 30 32 3h 86 
Nombre dejours 


Graphique de la série D. 


Série E. — Débutant le 23 mai, avec des souris blanches du 
dernier élevage nées le 2 mai : 
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POIDS DES SOURIS ATAMENT 


en Or pee eles consommé a ss 
au début a Ja mort OED EISEN) : 
Sans zinc, n° 20 (femelle) . . 6,00 4,40 14,40 23 
Sans zinc, n° 21 (femelle). . 6, 0 4,70 17,40 21 
Avec zinc, n° 22 (femelle) . . 6,05 4,60 19,80 27 
Avec zinc, n° 23(male). . . 6,0 4,70 17,65 25 


Regime avec zinc 
@ SAM 


Po. en grammes 


2 4 6 B 10 V4 1h 16 18 20 22 24 26 
Nombre de yours 


Graphiqgue de la série E. 


La démonstration qui découle de ces expériences est trés 
nette. L’examen, série par série, de tous ces résultats montre, 
en effet, que les animaux ayant trouvé du zine dans leur ali- 
mentation ont vécu plus longtemps que ceux n’ayant disposé 
que de matiéres nutritives débarrassées de ce métal. Leur sur- 
vie, comptée a partir du moment ot ils ont été soumis au 
régime des aliments synthétiques, a été de 25 a 50 p. 100 plus 
longue que celle des animaux sans zinc. 

Il nous a paru nécessaire, en vue de compléter la démons- 
tration, de rechercher si le zinc avait été réellement assimilé. 
Dans ce but, nous avons mis de coté, au fur et & mesure de 
leur mort, les animaux en expérience, puis nous y avons dosé 
le zinc par la méthode au zincate de calcium [12]. Comparati- 
vement, nous avons dosé le zine dans des souris appartenant 
aux mémes familles, soit au moment du sevrage, soil apres 
quelques semaines d’alimentation normale. 

Les résullats de ces dosages, contenus dans le tableau sui- 


vant: 
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AGE NOMBRE POIDS POIDS ZINC ZINC 
approximatif de souris total moyen trouvé en moyenne 
en semaines analysées frais d’ure souris en milligr. par souris 


Souris en expérience. 


Régime sans zinc. Série A. 5 2, 15,50 0,4 
= Série B. 5 3 18,50 0,6 | 
= Série C. 6 2 8,204 5,20 0,25 0,45 
— Serie. Ds ad 4 4,70 0,4 
= Série E. 6 2 5,10 0,2 
Régime avec zinc. Série A. 6 2 43,45 0,5 
_ Série B. 6 3 16,95 0,8 
— Série C. 6 2 9,70 * 0,7 
= Série D: 8 1 £0 OO op eee 
— Serie D. 8 4 4,60 (est 
_ Série E. 7 2 9,30 | 0,6 
Souris 1émoins. 
Non sevrées.... . dace ere 4 17,30 = 0,5 
Neon seyrees « 2 4/5 oe 3 3 22,70 > ait 0,6 pede 
Sevrées. Régime normal 6 3 39,80 4,0 
am a ql h 1,30 12,27 St 0,35 
a ~ 7 3 39,20 1,2 


font ressortir : 1° que les animaux soumis a la carence de zinc 
ont retenu ce métal avec énergie; c’est & peine si ]’on peut 
dire que la quantité de zinc contenue dans leur organisme ait 
diminué (0 milligr. 15 au lieu de 0 milligr. 16); 2° que les 
animaux nourris avec les aliments synthétiques additionnés de 
zinc ont assimilé une partie de celui-ci; la quantité totale de 
zinc a presque doublé (0 milligr. 28 au lieu de 0 milligr. 15 en 
moyenne). Comparativement, chez la souris soumise au régime 
normal et dont le poids était plus élevé, la quantité de zinc a 
passé en moyenne de 0 milligr. 15 4 0 milligr. 35. 


CONCLUSIONS. 


Le zinc s’est comporté, dans les expériences d’alimentation 
synthétiques sur la souris, comme un élément de grande 
importance physiologique. Chez les animaux soumis & un 
régime alimentaire completement débarrassé de zinc, l'orga- 
nisme aretenu avec une grande énergie la petite provision de 
métal qwil renfermait au commencement des expériences ; 
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chez ceux qui ont été nourris avec les mémes aliments addi- 
tionnés d’une proportion minime de zinc, comparable a celle 
que l’on rencontre dans les aliments naturels, il y aeu résorp- 
tion d'une quantilé de métal assez grande pour que la provi- 
sion primitive ait été & peu prés doublée. Enfin, dans chaque 
série d’expériences, les animaux qui ont trouvé du zine dans 
leur alimentation ont vécu plus longtemps que ceux qui n’en 
ont pas trouvé. L’importance du métal a été telle qu’un dixiéme 
et demi & trois dixiemes de milligramme, ingérés pendant la 
durée totale de l’expérience, ont suffi a prolonger cette durée 
de 25 4 50 p. 100. Il n’est pas encore possible d’affirmer, mais 
ilsemble bien probable que, si d’autres facteurs de croissance 
n’avaient pas fait défaut, ces résultats auraient encore été 
dépassés. . 
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SUR LA FORMATION DES ANTICORPS 
ALA SUITE DES INJECTIONS DE MALLEINE 
CHEZ LE MULET 


par BROCO-ROUSSEU, FORGEOT et A. URBAIN. 


Si Punanimilé des auteurs reconnait Ja grande valeur.de la 
réaction a la malléine pour le diagnostic de la morve chez le 
cheval, il n’en est pas de méme lorsqu’il s’agit du mulet. 

W. M. Scott (1) a enregistré de nombreuses défaillances de 
la malléine dans des cas de morve du mulet. Pour lui, Pinjec- 
tion de malléine n’est pas un moyen aussi stir de diagnostic, 
chez lemulet, que chez’le cheval.'Cabayé, Colle et Lamarque (2) 
ont constaté que, chez le mulet, lintradermo-malléination 
palpébrale donne assez rarement des réaclions positives. Aux 
dires de ces auteurs, Ja proportion des défaillances atteindrait 
1 sur §. De plus, ala suite de ces intradermo-malléinations, 
apparaitrail fréquemment, quelques jours, plus tard, une évolu- 
lution de morve aigué. 

Escoffié et Bailly (3) ont fait les mémes constatations que 
les auteurs précédents; pour eux, le taux des: défaillancesde la 
malléine au quart. atteindrait “sur 10 chez le mulet. 

C. Giese (4), passant en revue les moyens de diagnostic de 
la morve, préfére, pour l’ane et le mulet, les épreuves:sérolo- 
giques, en particulier ‘lageglutination et ‘la conglutination, a 
la réaction & la malléine. 

Ghinea (5), par contre, n'a enregistré que des succés chez les 
mulets morveux, en utilisant, pour Vintradermo-malléination, 
0 c.c. 25 d'une malléine au quart, dans la production de 
laquelle entrent des bacilles isolés de mulets :morveux. La 


(1) The Veterinary Record, 9 octobre 1915, p. 164. 

(2) Revue générale de médecine vétérinaire, 15 février 1919, p. 65. 

(3) Observation inédite. 

(4) Arbeiten aus dem Reichsgesundheitsamt, 52, n® 3, 1920, p. 468-500. 
(5) Archiva veterinaria, 1924, p. 98. 
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réaction se produit de la seizitme A Ja vingtieme heure. 
{l'résulte done de ces travaux que, dans certains cas, chez le 
mulet, ‘la malléine donne des résultats peu nets ou méme 


négatifs. 


Nous n’avons pas trouvé de travaux spéciaux se rapportant A 
la recherche des anticorps, chez le mulet, par l’épreuve de la 
déviation du complément, et indiquant sil’ injection de malléine 
provoque chez cet animal, ainsi que nous l’avons constaté chez 
le cheval (1), la formation d’anticorps fixant l’alexine au méme 
titre que la sensibilisatrice morveuse. 

Nous ‘nous ‘sommes efforcés, dans ce ‘présent travail, 
d’élucider ces différents points, en suivant iun: protocole compa- 


‘rable 4 celui des expériences faites sur Je cheval. 


Nous avons done recherché : 

1° Si, chez le mulet, Vinjection de malléine provoque la 
formation d’anticorps; 

2° Dans quelles limites de temps, aprés Ja malléination, la 
réaction de fixation du complémeat doit étre faite pour que ces 
résultats soient considérés comme exacts. 


'Tecuxique. — La technique que nous avons suivie a élé celle 
décrite en détail dans notre précédent mémoire. Conformément 


A ceiqu’assignalé Buxton, le.sérum a examiner a toujours été 


chaulfé 4 60-61°, pour faire disparaitre les substances anticom- 
plémentaires fréquentes dans les sérums animaux,el particulié- 
rement abondantes dans le sérum de mulet (2). Nous avons 
utilisé commejantigéne une émulsion microbienne préparée de 
la fagon suivante : 4°20 cent. cubes d’eau physiologique a 
9 p.. 1.000, on ajoute 4 centigrammes de corps microbiens tués, 
provenant de cultures ayant servi a la fabrication de la 
malléine; cette 6mulsion est ensuite portée une & deux minutes 


a lébullition. 


Nous avons suivi comme technique celle de Calmette et 


‘Massol (3), c’est-a-dire que nous ayons employé une dose con- 


(1) Ces. Annales, décembre 1921, p. 879. te | 

(2) The temperature required for the inactivation of mule blood for the 
complement fixation test for glanders. Veterinary Journal, juillet 1917. 

(3) Comptes rendus de la Soc. de Biol., 6 janvier 1922, p. 15; Bulletin de 
TU Institut Pasleur, 1916, p-°33, 65, 97. 
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stante d’antigéne et de sérum, et des doses variables d’alexine. 
Nous avons aussi adopté la méthode de ces auteurs pour la 
numération des anticorps. Si un volume V du sérum étudié, 


dévie N doses minima de complément, le rapport v représente 


le nombre de doses minima que peut dévier 1 cent. cube de 
sérum. L’unité d’anticorps correspond a la quantité de sensibi- 
lisatrice capable de dévier une dose d’alexine. 


Experiences. — Nous avons expérimenté sur 9 mulets n’ayant 
pas recu d’injection de malléine depuis six mois. Une prise de 
sang préalable montra que le sérum de ces animaux ne possé- 
dait pas de sensibilisatrice fixant l’alexine en présence d’anti- 
géne morveux. 

Nous avons utilisé uniquement Ja malléine de l'Institut 
Pasteur. 


PREMIERE EXPERIENCE. 


Apparition et disparition des anticorps. 


Dans cette expérience, nous avons délerminé si linjection de malléine 
-donne lieu ‘a la formation d’anticorps spécifiques. Six mulets recurent par 
intradermo-malléination a la paupiére 0 c.c. 1 de malléine au quart; trois 
autres recurent une malléination sous-cutanée de 2 c.c. 5 de malléine au 4/10¢. 

Les tableaux suivants donnent les résultats de la recherche des anticorps, 
pratiquée dés le lendemain de la malléination, et ensuite, réguli¢rement tous 
les deux jours : 

A. Six mulets regoivent 0 c.c. 1 de malléine au quart. 


TAUX MAXIMUM DES T RP 
TEMPS ens TEMPS 


d’apparition de disparition 


Temps nécessaire 
pour 


en jours Se ce maximum en jours 
on jours 


des anticorps Taux des anticorps 


MATRICULE 


B. Trois mulets regoivent 2 c.c. 5 de malléine au 4/10¢. 
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TAUX MAXIMUM DES ANTICORPS 


IS TEMPS TEMPS 
=) , age 
S) dapparition de disparition 
& w j 
g des anticorps Ate Loerettae ie. des anlicorps 
Uz en jours en unités ee ek en jours 
4255 i 50 44 65 
A) ai 400 14 37 
4252 i 450 44 ~) 


I SEI I TE I EE IE EI ET SAE AE 7 RE IE Fa EE EE 


De cette premiére expérience, on peut conclure que tous les mulets, aprés 
une intradermo-malléination ou une malléination sous-cutanée, présentent 
une sensibilisatrice, dans leur sérum. Celle-ci apparait, dans le cas de 
Vintradermo-malléination, cing ou six jours aprés Vinjection de malléine, et 
disparait du trente-septiéme au soixante-septiéme jour apres injection. 

Avec 2 ¢.c. 5 de malléine au 1/10*, les anticorps apparaissent sept jours et 
disparaissent du soixante-cinquiéme au quatre-vingt-septiéme jour aprés la 
malléination. 

Le taux le plus élevé des anticorps a varié de 50 4 450 unités, au neuviéme 
jour, pour l’intradermo; et au quatorziéime pour la malléination sous-cutanée. 


DEUXIEME EXPERIENCE. 


Influence des malléinations successives. 


Cette expérience, tout en servant de controle a la premiére, a eu pour 
but de voir si la succession des injections de malléine agissait sur le taux 
et sur la rapidité de formation des anticorps. 

A. Des la disparition des anticorps (voir premiére expérience, A) trois 
mulets recoivent une deuxiéme intradermo-malléination, suivie dune troi- 
siéme et d’une quatriéme, pratiquées immédiatement apres la mise en éyvi- 
dence du taux le plus élevé d’anlicorps, consécutifs a4 chaque intradermo. 


a SE SS I SS I LT aS IED 


é 5 TEMPS 
TAUX LE PLUS ELEVE DES ANTICORPS : PE. 
e , Reh aie au cours des intradermo successives de disparition 
S d’apparition des 
© | desanticorps | ——————____—_. nncores 
a A ; aprés 
= ] ee : m Temps nécessaire la quatriéme 
a a Coun’ Taux en unités a obtenir ce taux intradermo- 
intradermo en jours malléination 
en jours deuxiome { troisieme | quatriéme | deuxiéme | troisitme | quatrieme en jours 
743 3 250 500 500 7 i 5 59 
738 3 200 500 500 7 5 5 ou 
735 3 500 4.500 | 1.500 7 5 5 59 


B. Les mémes mulets, sit6t la disparition des anticorps dus a la quatriéme 
intradermo-malléination, recoivent une injection sous-cutanée de 2 c.c. 5 de 
malléine, puis une deuxiéme, el dans un cas, une troisieéme malléination, la 
deuxiéme et la troisieéme étant faites sitOt que le taux des anticorps a atteint 
son maximum. 


424 ANNALES. DE. L:INSTITUT. PASTEUR 


o canta 3 TEMPS 
a a _ TFMPS. TAUX LE PLUS ELEVE D ANTICORPS de disparition 
= S| dapparition des 
= & 9 |des anticorps. anticorps 
= =o aprés Temps nécessaire aprés 
5 513 la premiére Taux a Vapparition la derniere 
s & | malleéination aaunitee du maximum malléination 

2 en jours : en jours en jours 
premiere | deuxi¢me , troisiéme | premiére | deuxiéme | troisiéme 

143] 2 h 300 | 500 | » 40 12 » 1 

7 Se: 8 930 | 500 | 700 | 44 | 40 | 48 57 

735 2 4 1.500 /1.500 | » 410 12 » 113 


C.. frois-mulets: recoivent,, aprés. la. disparition des anticorps dus :a.une 
premiére intradermo-malléination, 2 c.c. 5, de malléine. au1/10*,, en injection 
sous-cutanée. 


a TEMPS TAUX LE PLUS ELEVE D’ANTICORPS TEMPS 

8 dapparition de disparition 

SS ticorps : : des anticorps 

S ae a ie * ES Taux Temps nécessaire ; es { 
a Ce Os en unités en jours en jours 

728 3 4.000 6 72 

7125 3 4.000 6 72 

739 5 250 6 46 


D. Les mémes mulets recoivent, dés la disparition des anticorps dus:a la 
malléination sous-cutanée, une deuxiéme injection’ de 2c. c. de malléine 
au 1/10e¢*sous:la peau. 


Se A SE RE EIR ES FAS RE ED TET 


fe TEMPS TAUX LE PLUS BLEVS D’ANTICORPS TEMPS. | 
= d'apparition a es eee de disparition 

S des anticorps Taux ifoinoe hesccenice des anticorps 

a eA en unités ey jours Sus gurs: 
728 4 1.500 a! 84 
725 4 1.200 7 84 
739 4 250 7 56 


La conclusion a tirer de cette deuxiéme ‘expérience est que : 

1° Les anticorps apparaissent plus. rapidement apres une 
deuxiéme intradermo-malléination ou une deuxidme malléi- 
nation sous-cutanée ; 2° La succession des injections de malléine 
au quart augmente. considérablement le taux.des. anticorps qui 
peut: atteindre 1.500 unités; mais elle ne prolonge pas semsi-. 
blement leur persistance dans l’organisme; 3° La succession 
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des injections sous-cutanées de 2c. c. 5 de malléine au 1/10° 
augmente le taux des anticorps dans la méme proportion que la 
malléine au quart (1.500 unités); mais prolonge beaucoup leur 
temps de disparition qui peut atteindre cent treize jours. 


* 
* * 


Si nous comparons les résultats de ce travail) avee ceux que 
nous avons obtenus.chez le cheval, nous enregistrons les diffé- 
rences suivantes : 


LE EE STE SS ET BI SE SEI 


4° Injection intrader- 


miqueide 0c. c. 4 de 


malléine au quart. 


e 


CHEVAL 


Apparition d’anticorps 
dans 40 p: 100)des cas. 


MULET 


Apparition d’anticorps 
dans 100 p. 100 des- cas. 


20 Une premiere injec- 
* tionsous-cutanée de 
240..¢c.,.5 ide! malléine 
au, 1/10° fait appa- 
raitre des anticorps. 


n 


3° Aprés; une ou plu- 
sieurs injections de 
malléine au quart ou 
aw 1/10°¢: 


49 Apres une maljéina- 
tion intradermo ou 
sous-culanée. 


9 


Dans 80 p. 100 des cas. 


Tauxides anticorps peu 


élevé, 25 unités en 
moyenne, exception- 


nellement 80. 


Apparition des anti- 
corps du quatriéme 
au huitiéme jour; dis- 
parition aprés le qua- 
rante-cinquiéme jour. 


50 Aprés deux ou plu- 
sieurs malléinations. 


Apparition des anti- 
corps du quatriéme 
au huitiéme jour; dis- 
parition au quarante- 


Dans 100 p. 100 des cas. 


Taux considérable méme 
apres la premiére mal- 
Iéination (450); peut at- 
teindre 1.500 apres plu- 
sieurs malléinations. 


Apparition aprés une intra- 
dermo, du cinquitme au 
sixitme jour; dispari- 
tion du trente-sepliéme 
au soixante - sepliéme 
jour. Apparition aprés 
une sous-cutanée, au 
sepliéme jour; dispari- 
tion du _ soixante - cin- 
quiéme au quatre-vingt- 
septiéme jour. 


Apparition des anticorps 


du: troisiéme au qua- 
triéme jour; disparition 
au cent treiziéme jour. 


cinquiéme jour. 


_ —— ss. = 
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CONCLUSIONS. 


I. Une injection intradermique de 0c. c. 1 de malléine au 1/4, 
ou de 2 c.c. 5 de malléine au 1/10°, fait apparaitre, dans tous 
les cas, chez le mulet, une sensibilisatrice spécifique. 

II. Cette sensibilisatrice apparait du cinquiéme au septi¢me 
jour apres une premiere injection de malléine. Aprés plusieurs 
malléinations, elle peut étre décelée du troisiéme au quatriéme 
jour. 

III. Les anticorps formés dans lorganisme alteignent tou- 
jours un taux trés élevé (400 & 1.500 unités). 

IV. Le temps nécessaire pour que ces anticorps disparaissent 
est variable; il oscille de trente-sept & cent treize jours. 

La conclusion pratique a tirer de ce travail est la suivante : 
si l’on veut associer la déviation du complément a la maltéine, 
dans le diagnostic de la morve, chez le mulet, il faut prendre 
le sang avant malléination ou bien, avant le cinquiéme jour 
s'il s’agit d’une premiére malléination, ou avant le troisiéme 
si le mulct a déja recu une ou plusieurs injections de malléine. 
Il faudra attendre ensuile au moins cent treize jours aprés 
la malléination, pour pouvoir prendre utilement du sérum. 


(Institut Pasteur et Laboratoire militaire 
de recherches vétérinatres.) 


DE LA STERILISATION DES LIQUIDES 
EN CIRCULATION CONTINUE, SOUS COUCHE MINCE 


EVOLUTION DE LA METHODE 
ET TRANSFORMATION SUCCESSIVE DES APPAREILS 


par Henrat STASSANO. 


J'abordai en 1911 (1) le probléme de la stérilisation des 
liquides, en circulation continue sous couche mince, en me 
servant comme agent stérilisateur de l’action abiotique des 
rayons ultra-violels. 

Je faisais circuler le liquide, dans l’espéce, une émulsion de 
bacilles typhiques ou paratyphiques, par aspiration ou par 
pression, sous la lampe & mercure, entre une lame rectangu- 
laire de quartz et une surface métallique, de méme forme et 
dimensions ct, comme la premiére, parfaitement plane. Un 
cadre en papier, trés mince, appliqué sur les bords de la plaque 
métallique déterminait entre elles |’écartement et servait a la 
fois de joint. A lintérieur de son périmétre, il formait, avec les 
deux surfaces qu'il séparait, une véritable cuve, maintenue 
étanche par la pression extérieure des boulons échelonnés a la 
périphérie, & lendroit du cadre. La circulation du liquide y 
était assurée par de petits trous percés aux deux extrémités des 
petits cétés de la surface métallique, sur une ligne droite, per- 
pendiculaire au grand axe, en dedans et au ras méme du 
cadre. Chacune des deux rangées de trous communiquait avec 
un caniveau creusé au-dessous et en rapport respectivement 
avec l’arrivée et la sortie du liquide. 

Tant qu'il s’agissait d’émulsions microbiennes bien homo- 
genes, pas trop chargées, les résultats élaient parfaits. Les 
microbes étaient tués tous presque instantanément, sans étre 
sensiblement modifiés. Ils s’agglutinaient sensiblement au 
méme laux que les germes vivants. Mais la stérilisation com- 


(1) C. R, de VAcadémie des Sciences, 6 mars 1911. 
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plete n’était plus obtenue que trés difficilement et en ralen- 
tissant outre mesure l'écoulement, lorsqu’on opérait sur des 
liquides naturellement, opaques. ou. sur. des.émulsions micro- 
biennes pas assez homogénes, ou dont 
le titre dépassait un-milliard par cen- 
.timétre cube. 

Je fus amené ainsi & renoncer aux 
rayons ultra-violets et @ utiliser & leur 
place les rayons calorifiques, autrement 
plus pénétrants el faciles & obtenir et 
& employer. J’eus seulement a substi- 

Fic. 4,et.2. tuer (fig. 4 et 2) &.la lampe de quartz 

une piece en bronze nickelé, identique 

a la plaque sur laquelle la premiére était, posée dans le dispo- 
sitif que je viens de décrire. 

Pour découper le cadre en papier servant a la fois de joint 
et de périmétre latéral de la cuve conslituée par les deux. sur- 
faces métalliques ci-dessus (fig. 1 et 2), je me servais de la 
flamme. Le canif déchire le papier de soi» trés mince. Pour ce 
faire, les feuilles de ce papier, papier japon, sont placées bien 
élendues entre deux cadres métal- 
liqnes identiques (fig. 3 et.4) au 


sont appliqués. exactement l'un 
contre l'autre et les. feuilles de 
papier y sont assujelties, comme 
dans un métier, a laide de 
4 pinces élastiques en acier. On 
passe le tout sur la flamme d’un 
brileur. Le papier s’enflamme 
Wiaasuct ins immédiatement et brile complé- 
tement, sauf dans la partie pro- 
tégée entre les deux cadres. On écarte alors ces. derniers 
délicatement et l'on en retire les cadres en. papier neltement 
découpés. 
A Vaide de cet appareil, préalablement stérilisé, pour l'emploi 
qu’on doit en faire, dans un autoclave se transformant ensuite 
en un bain-marie, a température constante, mais réglable & 


x 


volonté, je réussis 4 déterminer, avec. plas: de précision quiil 


cadre a découper. Les deux-cadres. 


| ae 
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navait 6té fait jusque-la, les.limites de résistance ala chaleur 
de: différentes: espaces. de microbes: Je parvins: notamment A 
établir que les éléments sphériques ou arthrospores de: Hueppe 
sont effectivement plus. résislants. que les formes.en virgule du 
vibrion du. choléra, ainsi que Hueppe et d'autres. auteurs 
lavaient prétendu sans pouvoir le démontrer d’une facon. cer- 
taine: (1). Récemment,,M.. Sanarelli (2) s'est. rapproché davan- 
tage de cette méme démonstration,, quoique par un procédé 
également biologique. 

D’autre part, la grande régularité avec laquelle je pouvais 
soumettre dans cet appareil, en circulation continue, A l’action 
de la chaleur, les émulsions microbiennes, me permit d’obtenir 
rapidement d’importants volumes de ces émulsions dans les- 
quels les microbes avaient été tués tous indistinclement dans 
les mémes conditions limites de température et de temps. 

Au contraire, le procédé usuel de stérilisation en vase clos, 
au bain-marie, méme avec agitation mécanique, dont on se 
sert particuliérement dans la fabrication des vaccins micro- 
biens chaulfés, se comporte bien défectueusenent & cel égard. 
On. trouve, en effet, dans les bouillies de microbes traitées de 
Ja sorte, & cdté de la trés grande majorité des microbes atteints 
dés les premiéres dix ou quinze minutes de chauffage, une 
petile fraction de ces mémes microbes qui échappe encore pen- 
dant une heure ou deux & !’action meurtriére de la chaleur. 
Aussi,,4.la fin de Popération, les premiers. sont co:nplétement 
coagulés, archicuits.. L’affaiblissement d'agglutinabilité trés 
marqué que'ces bouillies microbiennes stérilisées en. ampoules 
scellées accusent & légard des sérums. spécifiques le prouve 
surabondamment. 

Les.agglutinines, par contre, des microbes également stéri- 
lisés. par la.chaleur, mais en circulation, continue sous couche 
mince, se montrent. aussi bien.conservés; sinon mieux, que les 
agglutinines des microbes soumis dans des conditions. sem- 
blables &laction abiotiqgue des rayons ultra-violets. 

Ces. résultats. si encourageants' me permirent. de construire 
un deuxiéme apparcil. plus grand, de 27x17 centimetres, et a 


(1) C. R. de V Académie des Sciences, 2\ juin 1945. 
(2) Ges: Annales, 37, 1923, p. 373. 
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3 plaques assemblées l'une sur l'autre (fig. 5 et 6). En inter- 
posant entre elles deux cadres en papier japon, pareil & celui 
du premier appareil, on monte, avec le méme serrage et une 
seule plaque en plus, deux cuves a la place d’une seule. 

Au début, je fis fonctionner cet appareil de fagon que ses 
deux cuves recevaient et évacuaient en méme temps le liquide. 
Celui-ci pénétrait par le caniveau creusé & l’une des extrémités 
de la plaque moyenne, passait ensuite simultanément d’un 
coté et de l'autre par deux rangées de trous bilatérales dans les 


deux cuves qu'il traversait d’un bout & l'autre, sur toute la sur- 
face, et finissait par se déverser des deux cdlés a la fois, dans le 
caniveau homologue, creusé a l’extrémité opposée de la méme 
plaque moyenne et communiquant avec l’exlérieur. 

J'ai ditque le liquide traverse réguligrement ces minces mais 
trés larges cuves rectangulaires. J’ai pu m’en assurer d’abord 
par observation directe, dans le premier appareil & lame trans- 
parente de quartz. Le liquide avangait réguliérement, en sui- 
vant une ligne paralléle & la rangée de trous d’ov il jaillissait, 
pour atteindre la rangée opposée de sortie. Ensuite, dans les 
appareils entitrement meétalliques, en écartant les plaques 
constituant les parois de ces cuves apres le passage d’un liquide 
coloré : sur toute leur surface, on retrouvait la couleur trés 
homogénement répandue. 


Plus tard, je fis passer le liquide successivement, tel que les 
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fléches lindiquent dans la figure 5, d'une cuve a l'autre. J’avais 
remarqué que la traversée utile, en couche mince de 25 centi- 
métres, a la température limite et avec la vitesse de 142 métres 
par seconde, n’était pas suffisante pour alteindre tous les 
microbes d'une émulsion qui en renfermait plusieurs milliards 
par centimetre cube. 

Avec ce deuxiéme appareil, j'ai opéré sur des volumes plus 
importants de liquides et avec les liquides les plus variés. En 
comparant les résultats que j’ai obtenus par ce procédé de 
la circulation continue en couche mince, avec les résultats 
courants donnés par la stérilisation en vase clos, j’ai été 
amené a conclure que « la durée du chauffage est le fac- 
teur principal des altérations provoquées par la chaleur 
dans les étres vivants et leur milieu organique de nature 
albuminoide. Au contraire, le degré de la température, dans 
certaines limites bien entendu, n’y joue qu’un role secon- 
daire » (4). 

En voici quelques exemples des plus caractéristiques : 


1. Une émulsion d’albumine d’ceuf a 1 p. 100 dans de la solution physiolo- 
gique, chauffée au bain-marie a 58° dans une boule de verre scellée a la 
lampe, sous le volume de 300 cent. cubes, devient opalescente au bout de 
une heure. Cette émulsion garde, par contre, toute sa limpidité lorsqu’elle 
est portée pendant une fraction de seconde a 73°. 

II. Une dilution de fibrinogéne (plasma salé de sang de cheval, étendu 
de 19 volumes d’eau a 5 p. 100 de NaCl) précipite en moins de quinze minules 
de séjour au bain-marie & 56°; le fibrinogéne, au contraire, garde sa par- 
faite stabilité lorsqu’il est porté un instant a la température relativement 
élevée de 70°. 

III. Un litre de toxine tétanique, chauffée au bain-marie a 55° pendant 
une heure, perd tout son pouvoir, méme vis-a-vis des animaux les plus 
sensibles, le cheval et la souris. Cette méme toxine passant dans mon 
appareil chauffé, 80°, ou elle atteint momentanément 68°, garde encore une 
partie de son activité. Une souris 4 qui on injecte 0 c. c. 5 d'une toxine qui 
tue la souris témoin au 1/5.000 ne meurt pas, mais reste fortement paralysée 
pendant plus de trois semaines. 

Chauffée seulement a 56°5 et A 60°5 par ce méme procédé, la toxine téta- 
nique qui tue une souris témoin au 1/3.000 de centimétre cube en deux jours 
n’accuse pas d’affaiblissement aux différentes dilutions de 1/4.000 4 1/7.000. 

1V. Du sérum antitétanique de cheval, chauffé en couche mince a 67° pen- 
dant une fraclion de seconde, se comporte absolument comme un échan- 
tillon non chauffé du méme sérum. Chauffé au bain-marie 4 une tempé- 
rature plus basse, 56° mais pendant une heure quinze minutes, ce méme 
sérum manifesle un léger affaiblissement. 


(1) C. R. del Académie des Sciences, 2 juillet 1917. 
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V. Du lait de vache, stérilisé/& 126°-128° par ce procédé, n’accuse ni la‘cou- 
leur, nile gout de cuit bien caractéristiques du lait stérilisé en bouteille.a 
Vautoclaye & la température inférieure de 115°. Et ce qui est encore plus 
démonstratif pour la thése que je soutiens, c’est que ce lait stérilisé en 
couche mince, méme s’ilest) porlé a une température plus haute, a 135°,.se 
montre: beaucoup moins: touché par le chauffage vis-a-vis de la présure, que 
du lait simplement porté 4 1 ébullition pendant quelques minutes. 

En effet, ce lait dont la blancheur ni le gout naturél ne trahissent nulle- 
ment la forte: épreuve qu’il’a ‘supportée, caille par addition de lab-ferment 
presque aussi vite que dulait frais et. forme un coagulum épais qui laisse 
exsuder 4 peine un sérum parfaitement transparent, comme du lait frais. Le 
méme lait, chauffé quinze minutes au bain-marie 4 100°, présente des coa- 
culums plus tardifs, beaucoup moins'compacts, accusant desstries.a l'intérieur 
des précipités; les sérums quils exsudent abondamment sont verdatres. 
Quant au Jait stérilisé 4 autoclave, on sail qwil ne coagule plus par addi- 
tion de présure. 

VI. Le principe, qui découle si nettement'et avec autant de constance de 
tous les nombreux et variés essais.que j’ai faits du-chauffage en couche 
mince, trouve une nouvelle. confirmation dans le fait suivant : 

Le lait chauffé & 75° au bain-marie pendant cinq minutes, c’est-a-dire 
avant méme que toute sa’ masse ait pris cette température, ne donne plus 
les réactions des diastases oxydantes et réductrices. Du méme ‘lait chauffé 
dans mon appareil, méme a la température de S0°, réagit encore trés nette- 
ment aux réactifs employés pour mettre en évidence ces enzymes. Seul un 


léger affaiblissement se manifeste al’égard de la peroxydase. 
7 


Ce dernier appareil, grace & l’écartement minime de 1/100 
de millimé@tre, entre ‘les surfaces .chauffantes, et a extension 
considérable de ses cuves, se comporte comme un grand é| 
trés précis viscosimétre, en ce sens que le débit des. liquides 
qui ‘le ‘traversent, varie réguliérement selon leur degré diffé- 
rent de viscosilé ou sélon quils y accomplissent une traversée 
simple ou double, la pression étant la méme. 

Cependant, par son mode particulier de fonctionnement, ades 
températures différentes supérieures a celle du laboratoire, 
il. fournit des données non moins précises d’un autre ordre, 
sous‘la Uépendance ‘néanmoins ‘de la ‘viscosité, de l’adhésion 
capillaire et dela tension superficielle (1). 

Sion y- fait passer une émulsion. microbienne légére, sous la 
pression constante de 4 ‘kilogramme d’azote, on note que la 
température prise par l’émulsion, dans'la'traversée simple ou 
double de lappareil,.est quelque peu inférieure a celle du 
bain-marie oi il estiimmergé. Au furietia mesure que |l’épais- 


(1) C. R. de VAcadémie des Sc*ences, 5 novembre ‘1923. 


‘STERILISATION DES LIQUIDES 433 


ECARTS ENTRE LA .TEMPHRATURE.DU BAIN-MARIE ET LA’ TEMPBRATURE DE 
L'EMULSION (RARATYPHIQUE B) APRES LA TRAVERSE SIMPLE OU DOUBLE 
DE L’APPAREIL. 

LS SS SS SSS PS 

Traversée simple, parcours : 25 centimétres. . 


Teneur de l’émulsion en microbes : 3 milliards et demi par centimélre cube ; 
débit : 20 litres & Vheure. 


TEMPERATURE EN DEGRES RESULTAT BACLERIOLOGIQUE 
Bainc meine Emulsion Ensemencement Ensemencement : 
4 laisortie en hbonillon en iboites de Petri. ‘| 
| 
75 183 0 0 
73 se 0 0 
71,5 70 0 0 
695 68,5 + 0 
67 65 + 0 
65 63 + 3 col. 
62 61 a 104 | 
60 59 + 629 


Teneur ide Vémulsion:en microbes : 25 milliards par ‘centimetre cube; 
débit : 13 a 14 litres a Vheure. 


‘TEMPERATURE EN DEGRES RESULTAT BACTERIOLOGIQUE 
Ensemencement 
~Bain-marie Emulsion a la sortie en bouillon 
SS 
78 TB 0 
77 73,,2 0 
ira) 72 0 
Th, 5 71 0 
14 69 7 ’ 
72,5 68 H ab 
7055 66,5 oh . 
6955 65,5 A 


Traversée double, parcours : 50 centimétres. 


Teneur de lVémulsion en microbes : 28 milliards par centimétre cube ; 
débit : 6 lit.’20 a Vheure. 


TEMPERATURE EN DEGRES RESULTAT , BACTERIOLOGIQUE 


es. ; 3 Emulsion Ensemencement Ensemencement 
Bain-manie a la sortie en bouillon en boites de Petri 

| 

11 6 0 y 

T4 63,2 0 0 

73 63 0 0 

71 62 0 0 

69 59,5 7 55.000 col. 

68 58 + 120.000 col. 
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seur de l’émulsion, c’est-a-dire sa teneur en microbes par cen- 
timétre cube, augmente, la valeur de cet écart croit parallé- 
lement, ainsi que le montre neltement le tableau précédent. J’y 
ai consigné les résultats de trois différentes séries d’obser- 
vations recueillies en 1917-1918 avec la collaboration de 
M. Lemaire, de !'Institut Pasteur d’Alger et chef du Labo- 
ratoire d’Hygiéne de la méme ville. 

Il appert nettement de la comparaison des chiffres mis en 
regard dans les trois colonnes de ce tableau que, dans les limites 
des expériences, plus une émulsion met de temps a traverser 
Vappareil, soit qu’elle renferme un plus grand nombre de 
microbes, soit qu'elle ait & y parcourir un trajet double, moins 
elle se chauffe. Le contraire devrait se produire. 

La chaleur spécifique de l’albumine étant 4 peu prés celle 
de l’eau, ce fait, en apparence paradoxal, ne peut tenir stre- 
ment & ce que les microbes retiendraient, dans ces 2 cas, une 
plus forte proportion de chaleur aux dépens du liquide dans 
lequel ils baignent. 

La seule explication vraisemblable, en tous points con- 
forme aux lois de la physique, est, je crois, que les microbes 
fortement attirés par l’adhésion capillaire exercée sur eux par 
les parois métalliques entre lesquelles ils circulent en traver- 
sant l'appareil, se rapprochent de plus en plus de celles-ci en 
gagnant la sortie. Il doit en résulter une sorte de calfeutrage 
mouvant des plaques chauffantes, génant nécessairement le 
libre jeu des courants de convection de la chaleur qui s’en 
dégagent. Dans ces circonstances, les microbes sont atteints 
plus directement par la température de stérilisation, alors que 
le liquide environnant en ressent moins les effets. 

Telle doit étre, d’ailleurs, ce me semble, l’explication des 
résultats si favorables auxquels je suis parvenu grace A ce 
syst0me de stérilisation, notamment avec un liquide organique 
tel que le lait, si difficile & conserver & cause de la trés grande 
résistance de quelques-unes des espéces microbiennes qui le 
souillent habituellement et & cause de son extréme fragilité au 
chauffage. On y réussit en le traitant par la chaleur en couche 
mince pendant un laps de temps minime, et on lui conserve ainsi 
son gout délicat, sa couleur naturelle et, sans modifications 
appréciables, sa composition chimique et sa valeur alimentaire. 
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aX 


D’un célé, la difficulté d’ordre technique d’oblenir des sur- 
faces planes & la raboteuse, et des surfaces planes qui ne se 
déforment pas par le chauffage, particulicrement au dela de 
100°, et de autre, la recherche d’un brassage plus intense et 
répélé du liquide au cours du traitement, me porterent a trans- 
former l'appareil a trois plaques planes en un appareil com- 
posé également de trois plaques qui, au lieu d’étre planes et 


Fre. 7. 


de s’empiler lune sur l’autre, sont coniques el s’emboitent 
exactement l’une dans |’autre. 

Ce nouvel appareil, représenté en relief (fig. 7) et en section 
(fig. 7 dis et 7 ¢er), comprend une piéce centrale cylindrique 
circulaire 1 et a base plane 1* et 1”, dans chacune desquelles 
est creusé un cone circtlaire 2* et 3° a sommet émoussé. Ces 
deux cones en creux sont opposés par leur sommet. 

A la base de ehaque surface conique est pratiquée une 
rigole 4, 4 section circulaire et quatre canaux 5, qui traversent 
le bloc central et font communiquer entre elles les deux rigoles 
en anneau. | 

Dessus et dessous ce bloc central sont appliquées respeclive- 
ment les plaques circulaires 6 et 7 qui sont identiques dans 
lensemble. Elles présentent chacune, d'une part, un cone 
central en saillie, s’adaptant au bloc central ct, d’autre part, 

30 
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un saillant cylindrique circulaire 6 et 7 du coté opposé et sur 
le méme axe. 

Les trois piéces étant emboitées l'une dans l'autre, on les 
maintient serrées l’une contre |’autre, 4 l’aide d’une couronne 
de boulons passés dans les trous pratiqués a cet effet sur la 
périphérie des plaques circulaires 6 et 7. 

Il apparait dés lors évident qu’en interposant entre les 


Fic. 7 bis et 7 ter. 


faces 1* 6° et 1°, 7°, des pidces 1, 6 et 7 des disques d’épaisseur 
uniforme, en papier, par exemple, comme dans les appareils 
précédents, les surfaces coniques de ces trois piéces s’em- 
boitant pour former un cylindre circulaire complet, les surfaces 
coniques en creux 6* et 7* se trouveront écartées des surfaces 
en creux 2° et 3*du bloc central 1, d’une distance uniforme et 
proportionnelle & l’épaisseur des disques interposés, tout 
comme dans le systéme a plaques planes ou les cadres en 
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papier déterminent la hauteur des cuves qu’ils contribuent a 
former et en assurent a la fois l’étanchéité. 

Si alors, les trois plaques coniques ci-dessus étant emboilées 
lune dans Vautre et étant retenues fortement l’une contre 
l'autre par le serrage circulaire & boulons portant directement 
dans la verticale des disques, on fait pénétrer, sous pression, 
un liquide par l’une des deux ouvertures, par exemple, par le 
trou cylindrique 8 de la piéce 6, ce liquide se répandra en 
couche mince, dans l’espace formé entre les deux premiers 
cones 2° et 6*, jusqu’a la base en anneau de ces mémes cones 
el par la rigole adjacente 4 de la surface conique 2* limitée 
enlitrement par le disque 13 formant garniture, atteindra, 
passant par les quatre canaux 5 qui les relient, l'autre rigole 4 
de la surface conique 3°, également limilée par le joint circu- 
laire 13 correspondant. Le liquide remontera de la, de nouveau 
en nappe mince, dans l’espace qui sépare les deux surfaces 
coniques 3* et 4* et finira par aboutir au trou central 8 de 
sortie de la piéce 7. 

Dans la figure 7 représentant cet appareil en relief, avec les 
trois piéces éloignées l’une de l’autre pour en montrer les 
détails intérieurs, on peut suivre aisément, par les fléches qui 
y sont apposées, ce chemin du liquide. A deux reprises, il s’y 
répand en nappe sous couche mince, se terminant ou prenant 
origine, sous cette forme, d’une rigole circulaire pour se 
recollecter ensuite en masse. 

Le double but, a savoir: le traitement par la chaleur du 
liquide en circulation continue sous couche mince et le bras- 
sage complet du liquide pendant le traitement est, de la sorte, 
réalisé dans cet appareil a trois plaques coniques. I] suffit de 
limmerger dans un bain-marie & température constante 
réglable, ou dans une atmosphére de vapeur sous pression, 
pour les températures supérieures & 100°. 


Cependant, malgré ces réels avanlages, je ne tardai pas & 
m’apercevoir que la difficulté d’entretenir la température de 
stérilisation pendant |’écoulement persistant du liquide, déja 
rencontrée dans les appareils & plaques planes, s’accusait 
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davantage encore avec l'appareil & plaques coniques. Cette 
difliculté était de nature & en limiter l’emploi aux opérations 
de courte durée, les essais de laboratoire, la préparation des 
auto-vaccins. La plus forte épaisseur des plaques en était 
nalurellement la cause, y rendant bien plus difficiles les 
échanges de températures, malgré la bonne conductibilité du 
métal employé, le bronze, 

Je cherchai & remédier & ce défaut, d’abord en tiédissant le 
liquide avant son introduction dans le stérilisateur et en faisant 
fonctionner, d’autre part, celui-ci dans une masse considérable 
d'eau entretenue énergiquement a la température utile. Pour 
les températures supérieures & 100°, ce volant d’eau était sous 
pression de vapeur. J’avais déj& recouru & ce double expédient 
pour assurer, pendant quelque temps au moins, la marche 
réguliére de la stérilisation dans les appareils & plaques planes. 
Pour y faciliter Ventretien du chauffage de la plaque moyenne, 
javais méme doté latéralement celle-ci, dans le dernier 
modéle que j’ai construit, d’ailettes de radialeurs. 

J’ai recouru, dans la suite, a lélectricité comme source de 
chaleur. Une forte résistance électrique était enroulée autour 
du bloc cylindrique des trois plaques. 

Les résultats furent meilleurs, particulitrement avec ce 
dernier mode de chauffage, sous la dépendance d’un régu- 
lateur approprié, Mais méme une opération d’une importance 
moyenne, en durée et volume de liquide traité, exigeait une 
forte dépense d’énergie électrique. 

Devant cette nouvelle difficulté, je me rappelai le role 
singulier des plaques chauffantes, consistant, ainsi que je lai 
expliqué plus haut, a agir d'une facon élective sur les microbes 
en suspension dans un liquide yenu a leur contact et je 
cherchai & en tirer parti dans mes appareils de stérilisation, ot 
je mavais pu réussir & entretenir jusqu’alors, d’une facon 
continue, la température convenable. 

Seulement, la connaissance de ce mode si particulier d'action 
d'une surface métallique & un certain degré de température 
pouvait me permettre, & moi qui m’étais auparavant tant 
appliqué a réaliser la couche la plus mince dans le traitement 
des liquides par la chaleur, de me libérer quelque peu de ce 
souci, élevé en principe. Il n’en est pas moins vrai que dans la 
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nouvelle voie que m’ouvrait cette constatation, je ne cessais de 
poursuivre le méme but: chercher A atteindre directement les 
microbes. Le principe directeur ne variait donc pas substan- 
tiellement et on le retrouve, en effet, tel que dans le type de 
mes derniers appareils, en apparence assez différents des 
premiers, auxquels j’ai fini par aboutir. 

Au lieu de continuer & faire passer le liquide sous une couche 
mince, de la valeur de quelques centi¢mes de millimetre au 
plus, qui ne peut étre obtenue réguliére que par le rapproche- 
ment d’épaisses masses métalliques, dressées en surfaces planes 
ou coniques, foreément impropres aux échanges rapides de 
températures, j’osai enfin augmenter la distance entre les 
surfaces chauffantes. Cela me permettait de réduire d’emblée, 
dans des proportions considérables, ajouterai-je inattendues, 
leur 6paisseur. 

Certes, j’affaiblissais ainsi beaucoup ce role particulier de la 
surface chauffante d’attirer les microbes qui s’en approchent, 
basé sur l’adhésion capillaire, nécessairement diminuée dans 
les nouveaux dispositifs que j’allais construire, & veine liquide 
50 4 100 fois plus épaisse. Mais, en y donnant parallélement un 
développement beaucoup plus grand au trajet du liquide, je 
pouvais espérer de compenser une telle diminution : raltraper 
plus loin les microbes échappés dans les premiers trongons du 
stérilisateur 4 l’action meurtriére de la chaleur. En d'autres 
termes, je diminuais, d’une part, par unité de surface, l’effica- 
cité destructive pour les microbes de la plaque chauffante, et 
j/accroissais, de l’autre, dans une plus forte proportion, son 
rayon d’action. 

De plus, dans le systéme d’appareil & plaques épaisses, il 
était impossible de donner un grand développement au trajet 
du liquide. Dans le modéle le plus grand que j'ai construit, 
mesurant 38 < 17centimétres, la double traversée du liquide, le 
long de ses deux cuyes paralléles, ne dépasse pas 72 centi- 
métres. 

Pour réaliser ce nouveau dispositif, je choisis tout simplement 
un tube en laiton trés long, de fort diametre, mais a parois 
tres minces, régulitrement aplaties d'un méme cdté, en forme 
de ruban, de 20 millimetres de largeur. Ces tubes aplatis 
constituaient une cavité uniforme, de section rectangulaire, 
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d’un peu moins de 4 millimetre. Pour en faciliter l'emploi, je 
le pliai en spires. Pour traiter d’'importants volumes de liqguides 
‘la fois, j}embranchai plusieurs de ces serpentins & ruban sur 
un méme tuyau nourrice (fig. 8). 

Soit qu’il fonctionnat dans un bain-marie, pour les traite- 
ments a basse température, soit dans un manchon & circulation 
de vapeur, pour les traitements 4 haute température, il était 
toujours tres facile d’en maintenir les parois 4 la température 
voulue et aussi longtemps que |’opération durait : ceci a l’égard 
des échanges de températures. 

A l'égard de la stérilisation elle-méme, les résultats n’étaient 
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pas moins satisfaisants, & tel point que je pus réduire de la 
moilié la longueur du tube aplati dont je m’étais servi au 
début. U1 fallait, bien entendu, limiter dans une certaine mesure 
la vitesse du liquide qui le traversait. 

Ce long serpentin aplati, si facile & monter, présentait cepen- 
dant le double et irrémédiable défaut que sa surface intérieure 
ne pouvait étre nettoyée 4 fond et direclement comme les sur- 
faces des appareils & plaques et comme l’exigent les opérations 
auxquelles il aurait dt étre destiné. Elle ne se prétait, non plus 
au nickelage ou & l’étamage requis pour le traitement des 
liquides alimentaires, le lait et la bigre notamment. 

Je puis, néanmoins, pratiquer avec ce dispositif de bien 
nombreuses et tres variées expériences. Aussi, si ce tube aplati 
ne m’a pas apporté la solution du probleme que je poursuivais 
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depuis déja plusieurs années, il m’y a conduit quand méme, 
mais par une voie paralléle. 

Les deux données expérimentales suivantes, que jen ai 
retenues, m’ont été, en effet, un guide précieux et sir pour 
rechercher et établir, a la fin, le type actuel de mes appareils 
de stérilisation des liquides par la chaleur, en circulation conti- 
nue. Les voici : 4° l’épaisseur de 1/2 millimétre 4 millimetre 
d'une paroi métallique, en laiton particulitrement, se préte 
parfaitement aux échanges rapides, immédiats de températures 
exigés par la circulation intense d’importantes masses de 
liquides & maintenir & une température donnée; 2° l’épaisseur 
de 1/2 millimetre & 7 ou 8 dixitmes de millimétres, pour la 
couche du liquide qui doit circuler entre des surfaces chauf- 
fantes disposées parallélement, suffit 4 ce que tous les microbes 
qu’il véhicule soient atteints parla chaleur au cours de la tra- 
versée qu'il accomplit. Il faut pourtant que ce liquide ne soit 
ni trop chargé en microbes, ni qu’il glisse entre ces surfaces 
chauffantes, relativement assez distantes l'une de l'autre, & une 
vitesse trop grande, qui dépasse en moyenne une seconde et 
demie par métre linéaire de parcours. 

Ayant reconnu ainsi clairement les avantages que des tubes 
étirés en laiton, 2 parois lisses et minces, présentent comme 
surfaces chauffantes dans un appareil de stérilisation, et me 
trouvant, d’autre part, dans limpossibilité de les utiliser 
sous la forme de serpentin & ruban, j’eus l’idée de tourner 
ce dernier obstacle, de prime abord insurmontable, de la 
maniére suivante, au demeurant la plus simple au monde. Ce 
sont les solutions les plus simples auxquelles on songe en 
dernier. Au lieu de déterminer l’espace réduit par lequel j’avais 
a traiter les liquides, avec un seul tube en laiton, en l’aplatis- 
sant, je le formai avec les parois de deux tubes, également en 
laiton, les logeant l’un dans l’autre. 

Je constituai de la sorte aussi aisément un interstice annulaire 
bien régulier, & parois également minces et propres aux 
échanges de températures que le creux rectangulaire du tube 
unique. Cet interstice annulaire présente, en outre, bien 
d’autres avantages sur le précédent, dont quelques-uns d’impor- 
tance capitale. Car ce sont eux qui permettent de résoudre la 
difficulté, insurmontable dans l’autre, du nettoyage et de I’éta- 
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mage intérieur : 1° la résistance intérieure de Vinterstice 
constitué par l’assemblage de deux tubes, l'un dans Vautre, 
concentriquement, est considérable : pratiquement, il ne se 
déforme pas; 2° cet interstice peut étre réalisé d'une épaisseur 
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sensiblement plus restreinte que dans le tube aplati et avec une 
plus grande régularité; 3° il se monte et se démonte avec la 
plus grande facilité, ce qui permet le nettoyage direct des 
parois aussi parfait que celui des surfaces planes ou coniques 
des appareils & plaques Gpaisses; 4° et enfin il permet le 
nickelage ou létamage parfait et 
renouvelable des parois des tubes qui 
le constiluent. 

Par de fines nervures soudées sur le 
tube de moindre calibre (au tour, on 
en réduit exactement |épaisseur), et 
méme lout simplement par une garni- 
ture en ficelle d’amiante, appliquée 
aux deux tubes l'un dans l'autre. Cette 
garniture empéche leurs parois de se 
toucher et maintient en outre létan- 
chéité du long interstice annulaire 
résultant entre les deux tubes (fig, 9). 

Pour préciser, le tube intérieur, 
selon que lTindiquent les croquis 

Fie. 10 et 1, (fig, 10 et 44), est ouvert aux deux 

bouts, tandis que l’espace annulaire est 

fermé a chaque extrémité par un manchon emboité sur le pre- 

mier. Le tube extérieur est filelé & ses deux extrémités et sur 

chaque partie filetée se visse un manchon qui emboite le tube 

de moindre calibre et qui sert de joint contre les bouts du 
tube et du manchon. 

Une nouvelle difficulté survient ici. La voie en couche étroite, 
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sinon tout & fait mince que je pouvais réaliser avec parcil 
assemblage, ne pouvant guére dépasser les 2 métres. Car il 
n'est pas possible de faire coulisser l'un dans l'autre des tubes 
trop longs dont les diamétres se suivent a quelques millimetres 
prés. Or, dans mes essais antérieurs, avec le serpentin & ruban, 
j avais constaté qu'il fallaitau moins un parcours de deux métres 
et demi pour traiter les liquides sous Ja couche relativement 
6paisse de 1 millimétre environ. D’ailleurs, méme pour le 
démontage et le remontage des tubes, ainsi que pour leurs 
organes de chauffage, bain-marie ou manchon de vapeur, il 
n’était guére pratique de dépasser cettelongueur de 2 metres. 

Il me fallut done, dés le début, joindre l’un a la suite de 
Yautre deux de ces interstices annulaires formés chacun par 
Yassemblage concentrique de deux tubes de 2 métres de lon- 
gueur. Plus tard, pour certaines opérations & fort rendement, 
pour la pasteurisalion de Ja biére, par exemple, j’ai été obligé 
de réunir en série jusqu’a quatre de ces éléments et jusqu’a six 
ou huit moins longs, pour traiter les émulsions microbiennes. 
On forme ainsi une sorte de long serpentin métamérique, 
démontable en chaque élément. 

Le liquide, en pénétrant de plein jet et de cdté, fig, 9, 10 
et 14, par un tuyau relié & une pompe aspirante-foulante, dans 
l’espace annulaire d’un de ces éléments 4 tubes concentriques, 
s’étale en nappe mince et le suit de bout en bout, sous cette 
forme, Jusqu’a ce qu’il se ramasse pour passer de plein jet dans 
Vextrémité d'un autre long interstice annulaire, identique, 
conslitué par un second élément a tubes concentriques, La 
également, le liquide tour a tour s’étale en lame mince et se 
replie en couche épaisse, & opération finie. 

Me voila ainsi revenu, par la nouvelle yoie que le serpentin 
a ruban m’ayait tracée, aux schémas de l’appareil a trois plaques 
coniques constituant de méme un assemblage cylindrique oti le 
liquide, avec la méme alternance utile de traitement par la 
chaleur en couche mince et de brassage intime de la couche au 
cours du traitement, se répandait, & deux reprises, en nappe 
circulaire, pour reprendre chague fois sa forme primitive. Si 
ce n'est que assemblage des tubes concentriques, 4 minces 
parois de laiton, apporte avec lui deux immenses avantages : 
l’6panouissement des surfaces chauffantes et leur réalisation 


hh ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


sous l’espéce la plus propice aux échanges immédiats de tem- 
pératures. Aussi, il convient d’envisager ce dernier type 
d’appareil A tubes concentriques comme le développement 
logique et a la fois le perfectionnement, de caractére industriel, 
du premier. 

Les résultats ne pouvaient manquer d’étre meilleurs. Mais, 
comme dans ce mémoire, j’entends me borner a la description — 
analytique des appareils que j’ai imaginés et perfectionnés 
dés 1911, pour arriver 4 stériliser les liquides en circulation 
continue, d’une facon rationnelle et sire, je m/’arréterai a 
présent & leurs caractéristiques d’ordre technique. 


* 
x % 


Dans l'appareil & plaques planes n° 2, dont je me suis le plus 
longtemps servi et avec lequel j'ai établi, pour ainsi dire, la 
technique de la stérilisation des liquides, par ]a chaleur, en 
circulation continue, j’avais deux cuves paralléles avec quatre 
larges surfaces chauffantes, mesurant chacune, entre le péri- 
métre des cadres respectifs, 25 X 15 centimétres, soit une 
surface totale chauffante de 1.500 cent. carrés, avec une capa- 
cité minime, 1 cent. 1/2 seulement, la hauteur des cuves étant 
a peine de 1/100 de millimétre. 

Kn y faisant circuler, sous la pression uniforme d’un tube 
d’azote, de 1/2 kilogramme 4 2 kilogrammes et des débits 
allant respectivement de 12 & 30 litres par heure, des émul- 
sions microbiennes, b. typhiques on b. paratyphiques, vibrions 
du choléra, ete., }’ai pu en obtenir la stérilisation compléte en 
maintenant le bain-marie dans Jequel l'appareil était immergé, 
& 5 ou 6° au-dessus de la température a laquelle les mémes 
émulsions sont stérilisées en vase clos, dans des ampoules 
scellées, plongées également dans un bain-marie, aprés une ou 
deux heures de chauffage. 

Dans mon appareil, au contraire, ces émulsions n’y res- 
taient, en tout, entre l’entrée et la sortie, qu'une fraction de 
seconde, de 1/45 & 1/48. Et l’action des surfaces chauffantes 
s'exergait sur elles d’une fagon aussi réguliére que rapide, 
grace certainement 4 la distance minime & laquelle l'une s’y 
lrouvait de l'autre, dix hauteurs environ de microbes. Je m’en 
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suis assuré en faisant baisser la température minima & laquelle 
l’émulsion sortait stérile de l'appareil. Au fur et & mesure que 
baissait cette température, reconnue limite pour un débit déter- 
miné et une certaine teneur de l’émulsion en microbes, soit en 
diminuant la température du bain-marie, soit en augmentant 
la pression de l’azote sur l’émulsion, ce qui augmente propor- 
tionnellement le débit, je prélevais des échantillons de l’émul- 
sion et l’ensemengais sur gélose en boites de Pétri. 

Les résultats étaient des plus nets et concordants. Les ense- 
mencements devenaient positifs et le nombre des colonies 
engendrées croissait parallélement a l’abaissement provoqué de 
la température. 

Dans cet appareil : 


La surface totale chauffante est en centimétres carrés . . S =1.500 


La capacité des deux cuves en centimétres cubes... . C=1,5 
: S 
Le rapport de la capacité 4 la surface totale. ...... a 4.000 


La vitesse utile pour la stérilisation, attendu que la longueur 
du trajet dans les deux cuves paralléles est de 50 centimétres, 
varie donc, pour les débils ci-dessus, de une demi-seconde a 
trois dixiémes de seconde environ par métre linéaire. 

Dans l'appareil & tube aplati replié en serpentin, mesurant 
250 centimétres, 43 millimétres de tour extérieur et 1 milli- 
métre de section (le creux entre les deux larges faces paralléles 
du ruban), 


La surface totale de chauffage est en centimétres carrés . S =1.075 


Marcapacilé enicentimetnes (CwbeS amr. tee) tee oe) Gi AOS 
S) 
Le rapport de la capacité 4 la surface.... . ec dee Fe Gas 10 


Ce rapport est donc cent fois plus réduit dans cet appareil 
que dans l'appareil précédent. Néanmoins, grace a ce que le 
liquide y accomplit un trajet cing fois plus grand et que l’on y 
ralentit, d’autre part, la vitesse du liquide, on parvient égale- 
ment & atteindre avec lui la stérilisation. Il faut encore, 
cependant, qu'on se borne a y traiter des liquides relative- 
ment peu chargés en microbes, comme les liquides alimen- 
laires. 

Dans l’appareil & tubes concentriques que j'ai employé pour 
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mes premiers essais de tyndallisation des eufs, jaune et blane 
mélangés, et de stérilisation du lait, par ce systeme, constitués 
par deux groupés de tubes de 1 m. 95 cent, de longueur et 
respectivement de 11 13 et 14,8 x 17 millimétres de dia- 
métre, la surface totale chauffante comprenant les deux sur- 
faces, 


L’extérieur et l’intérieur de l’interstice annulaire sont en centimétres 


Carrés. STA A SES ae SI SEO, TES Ty See nernet S = 8.426 
La capacité en centimétres cubes (l'interstice se réduisant a 8/10° 
par l’effet de I'étamage des deux surfaces). .......--.--: C = 132 
> 
Le rapport de la capacité 4 la surface totale. .......-.-. c= 26 


Cependant, pas plus que le précédent, cet appareil a tubes 
concentriques ne se préte & la stérilisation de liquides trop 
chargés en microbes, méme si l’on arrive 4 en réduire a cing 
dixiémes ou seulement & quatre dixitmes de millimétre, par 
l’étamage des surfaces rapprochées, l’interstice annulaire, avec 
Yemploi de tubes moins longs, mais coulissant l'un dans l’autre 
a frottement trés doux, et gue l’on porte & 4 ou 5 métres la 
longueur totale des différents éléments mis ensemble. Dans un 
des essais que j’ai pratiqués avec précisément un semblable 
groupement, Ja température du bain-marie étant de 70° et le 
débit de 120 litres par heure, des 4 milliards de microbes par 
centimétre cube de I’6mulsion que j’y fais passer, 120 millions, 
par centimétre cube, en sont sortis vivants. Ce qui représente 
déja un beau résultat, si on tient compte du débit de fontaine 
de l'appareil. 

L’action particuliére des surfaces chauflantes s’y est donc 
exercée d'une facon indéniable, malgré la rapidité de l’écoule- 
ment et l’écartement, relativement considérable, de ces mémes 
plaques. On serait méme porté a penser, devant ce résultat, que 
si l'on allongeait davantage encore le circuit de l’émulsion 
entre elles, ou si on éleyait de quelques dizaines de degrés la 
température du bain-marie, on parviendrait méme & atteindre 
ces 120 millions de bacilles typhiques, par centimetre cube, 
réchappés de la premiére épreuve. 

Cet essai, je ne l’ai pas tenté pour ne pas retomber & peu 
prés, par un chemin détourné, dans les mémes errements de 
la stérilisation en yase clos. Le principal défaut de ce procédé 
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précisément d’atteindre trés inégalement les microbes des 
émulsions que l'on y soumet, et ce ne serait qu’a ce prix, en 
portant sur eux d’une fagon trés inégale l’effet des plaques 
chauffantes, que l’on arriverait & la stérilisation complete de 
’émulsion, avec pareil groupement métamérique démesuré- 
ment allongé ou surchauffé. 

Au contraire, dans ce cas se rapportant aux émulsions 
microbiennes dont on se sert pour l'étude de lagglutination 
ou pour fabriquer des vaccins, on peut grouper trés avanta- 
geusement quelques-uns de ces éléments & tubes concentriques 
au stérilisateur décrit plus haut, & trois plaques coniques. La 
place de ce dernier est tout indiquée, immédiatement avant la 
sortie, 4 lV’endroit ou déja |’émulsion est parvenue & la tempé- 
ralure utile de stérilisation et ot déja la grande majorité des 
microbes quelle renferme en ont subi l’action. Dans l'appareil 
a trois plaques, qui sert a la fois de frein @ la circulation dans 
le cheminement antérieur & couche annulaire semi-mince, 
s’'achéve alors rapidement la stérilisation, grace a la filiére trés 
réduite par laquelle, 4 deux reprises, il l’oblige 4 passer avant 
de sorlir et & étre ramenée promptement a la température ordi- 
naire. 

Dans ces circonstances, on peut tirer tout Je parti du 
principe qui l’informe, la disposition du liquide en couche 
mince et le renouvellement de cette couche, sans avoir a 
craindre que la température utile vienne & fléchir au cours de 
Vopération. 

Et grace 4 cette avantageuse combinaison, on arrive & un 
autre résultat, non moins intéressant. On parvient a stériliser 
les é6mulsions mémes de la teneur de 4 et 5 milliards de 
microbes par centimétre cube, non seulement dans une frac- 
tion de seconde, résultat déja acquis dans mes premiers essais 
avec les appareils & plaques planes, mais & une température des 
surfaces chauffantes qui ne dépasse pas de 2°, 3° au plus la 
température du bain-marie a laquelle on effectue ce traitement 
par le procédé courant, en ampoules scellées. 

Je reviendrai sur la conduite de ces slérilisations, ainsi 
que sur celle des autres applications du principe que jal 
préconisé : telle la pasteurisalion du lait et de la biére, la 
stérilisation du lait, entrant dans la description détaillée des 


448 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


appareils et dans l’analyse biologique des résultats que |’on en 
obtient. 

J’ajouterai seulement en terminant la remarque suivante, 
qui a trait directement a toutes les applications du procédé de 
stérilisation des liquides par la chaleur en circulation continue 
et concerne tout spécialement les caractéres techniques géné- 
raux des appareils, dont il est question précisément dans ce 
dernier chapitre. 

D'une facon générale, lorsque, entre la température des 
surfaces chauffantes, autrement dit du bain-marie cu de la 
circulation de vapeur, et la température qu’accuse le liquide 
traité, & la sortie du stérilisateur, |’écart se maintient dans la 
limite de 2° & 3°, on peut affirmer que l’opération est bien con- 
duite et que le développement de l'appareil employé est pro- 
portionné a sa tache. 


LeRGérant : G. Masson. 
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